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Oksidacija beljakovin je tema, ki je postala aktualna šele v zadnjih letih. Ker je bilo to 
raziskovalno področje prezrto, je še veliko neznanega, številne izvedene študije pa so 
pomanjkljive, kontradiktorne oziroma nimajo trdne podlage. Glavna sestavina mišičnega 
tkiva, beljakovine, je dovzetna za oksidativne reakcije, kar se posledično kaže na slabši 
kakovosti mesa in mesnih izdelkov, tako senzorični, prehranski in tehnološki kakovosti. 
Drastične spremembe v mišičnem tkivu, ki se začnejo z zakolom živali, se nadaljujejo med 
konverzijo mišice v meso, med predelavo ter skladiščenjem mesa in mesnih izdelkov. 
Spremembe večinoma vodijo v denaturacijo ali proteolizo. Dejstvo je, da so beljakovine v 
živilih občutljive za oksidacijo, in ker procesi niso zadovoljivo pojasnjeni, je to eno najbolj 
inovativnih raziskovalnih področij znanosti o živilih. 
 
Raziskovalci so prepoznali karbonilacijo kot eno najbolj verjetnih kemijskih reakcij, ki 
poteka pri oksidaciji beljakovin. Pravzaprav je določanje in vrednotenje proteinskih 
karbonilov s spektrofotometrično metodo z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) 
najpogostejši postopek za vrednotenje oksidacije beljakovin v mesu (Estévez, 2011). 
Kontradiktorno je to, da se proteinski karbonili pogosto uporabljajo kot indikator 
oksidacije beljakovin, medtem ko dejanski pomen karbonilacije proteinov v živilih še ni 
definiran. Natančen mehanizem, ki vpliva na nastanek neželenih sprememb karbonilacije 
proteinov, ni popolnoma jasen. Prepoznavanje poti in mehanizmov, vključenih v nastanek 
specifičnih proteinskih karbonilov, je nujno za dokazovanje možne vpletenosti teh spojin 
na določene kakovostne lastnosti. 
 
Vplivi dejavnikov in vivo, kot sta sistem reje in režim krmljenja, na nastanek oksidacije 
beljakovin in živilo animalnega porekla, so malo raziskani. Znano je, da izpostavljenost 
živali stresu pred zakolom vpliva na različne načine na oksidacijsko stabilnost živalskih 
tkiv po zakolu. Vpliv številnih notranjih (npr. presnovni profil mišic, sestava in struktura) 
in zunanjih dejavnikov (npr. izpostavljenost svetlobi ali obsevanju) na začetek oksidacije 
beljakovin v mesu in mesnih izdelkih še vedno ni pojasnjen. 
 
V magistrski nalogi smo opisali osnovno in najpogostejšo pot oksidacije beljakovin preko 
hidroksilnega radikala, ki povzroča nastanek karbonilov, katere smo tudi z metodo DNPH 
ovrednotili. Poleg hidroksilnih radikalov so za oksidacijo pomembne tudi druge reaktivne 
kisikove spojine (ROS), kot so reaktivni kovinski ioni in mioglobin. Slednji so prekurzorji 
in katalizatorji ROS. 
 
Proces oksidacije beljakovin lahko delno nadzorujemo in upočasnimo. Z ustreznim 
krmljenjem piščancev, dodajanjem antioksidantov v krmo piščancev in tretiranjem mesa z 
antioksidanti lahko do neke mere nadzorujemo oksidacijo beljakovin, tako da vzpostavimo 
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ravnotežje med antioksidanti in prooksidanti. Oksidacijo beljakovin pa lahko upočasnimo z 
ustreznim pakiranjem brez dostopa kisika. 
 
1.1 NAMEN IN CILJI RAZISKAVE 
 
Izbrana metoda je temeljila na spektrofotometričnem določanju vsebnosti karbonilov. 
Tvorbo karbonilov smo ovrednotili z merjenjem absorbance (370 nm) sproščenih 
hidrazonov, ki nastanejo zaradi reakcije karbonilnih skupin z 2,4-dinitrofenilhidrazinom 
(DNPH).  
 
Namen magistrskega dela je bil razviti analitsko metodo za določanje vsebnosti produktov 
oksidacije beljakovin, t.j. proteinskih karbonilov. V znanstvenih člankih smo našli različne 
metode določanja proteinskih karbonilov, katere smo natančno pregledali in prediskutirali. 
Cilj raziskave je bil na osnovi sorodnih raziskav ugotoviti, kakšne so prednosti in 
pomanjkljivosti metode, da bi jo lahko izboljšali in uskladili z našo opremo v laboratoriju. 
V drugem delu naloge smo metodo preverili na oksidacijsko manj stabilnem, z n-3 večkrat 
nenasičenimi maščobnimi kislinami (VNMK) obogatenem piščančjem mesu. Sočasno z 
vrednotenjem oksidacije beljakovin smo proučili tudi oksidativno stabilnost lipidov in 
barve presnega z n-3 obogatenega piščančjega mesa v embalažnih enotah, z različnimi 
koncentracijami kisika, med devetdnevnim skladiščenjem pri temperaturi 2 °C ± 1 °C. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Hipoteza 1: Predvidevamo, da nam bo uspelo razviti (modificirati) metodo za določanje 
vsebnosti proteinskih karbonilov in potrditi primerno ponovljivost rezultatov. 
 
Hipoteza 2: Predvidevamo, da bo meso beder piščancev, krmljenih s krmo, obogateno z n-
3 VNMK in selenom (Se), v primerjavi z mesom beder, obogatenim le s Se, 
bolj podvrženo oksidacijskemu stresu. 
 
Hipoteza 3: Predvidevamo, da bomo med skladiščenjem v atmosferi, bogati s kisikom, v 
mesu beder, obogatenim z n-3 VNMK in Se, določili večje vsebnosti 
hidroperoksidov, malondialdehida in proteinskih karbonilov kot v mesu, 
obogatenim samo s Se. 
 
Hipoteza 4: Predvidevamo opaznejše poslabšanje barve med skladiščenjem v atmosferi, 
bogati s kisikom, pri piščančjem mesu beder, obogatenem s Se in n-3 VNMK, 
kot pri mesu beder, obogatenem s Se.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OKSIDACIJA BELJAKOVIN 
 
Oksidativne spremembe beljakovin lahko spremenijo fizikalne in kemijske lastnosti, ki 
vplivajo na kakovost svežega mesa in na tehnološke lastnosti mesa (Vossen in Smet, 
2015). Mesne beljakovine in njihovi produkti hidrolize (peptidi in aminokisline) so aktivno 
vključeni v številne kompleksne oksidativne reakcije. Oksidacija v kompleksnih živilih ne 
vpliva le na beljakovine, ampak tudi na druge snovi, kot so npr. lipidi. V tem smislu si 
oksidacija lipidov in druge biokemijske reakcije, kot je kompleksna Maillardova reakcija, 
ki vplivajo na kakovost živil, delijo kemijske mehanizme in prekurzorje (Estévez, 2011). 
 
Oksidacija je posledica naravnih metabolnih procesov, vendar s prekomernim nastajanjem 
reaktivnih spojin, kot so prosti radikali, lahko poškodujejo pomembne biomolekule (lipide, 
beljakovine in nukleinske kisline) v telesu ljudi in prav tako pri živalih. Stopnja oksidacije 
se poveča zaradi: (1) velikega vnosa oksidiranih lipidov in prooksidantov, (2) razpada 
večkrat nenasičenih maščobnih kislin (VNMK) in (3) majhnega vnosa antioksidantov. V 
mesu se post mortem oksidativne reakcije nadaljujejo in so glavni dejavnik poslabšanja 
kakovosti med predelavo in skladiščenjem. Zaradi relativno visokega deleža VNMK je 
perutninsko meso, še posebej tisto, obogateno z n-3 VNMK, bolj dovzetno za oksidativne 
procese, zlasti oksidacijo lipidov in beljakovin, kot goveje ali prašičje meso (Delles in sod., 
2014). 
 
Oksidacija beljakovin je kovalentna sprememba beljakovine, ki jo sproži neposredna 
reakcija z reaktivnimi kisikovimi in dušikovimi spojinami ali posredna reakcija s 
sekundarnimi produkti oksidacije (Vossen in Smet, 2015). Molekule ROS lahko 
neposredno napadejo beljakovine in poškodujejo njihovo strukturo ter osnovno funkcijo. 
Do poškodb na beljakovinah lahko pride tudi posredno zaradi produktov oksidacije 
maščob (peroksidacije lipidov). Čeprav so procesa oksidacije sposobne vse ROS, je za 
poškodbe beljakovin v največji meri odgovoren hidroksilni radikal – OH˙ (Estévez, 2011). 
 
Oksidacija beljakovin vodi do nastanka oksidiranih aminokislin in do spremembe 
aminokislin v reaktivne karbonile. Rezultat oksidacije beljakovin je izguba katalitične 
aktivnosti, povečana denaturacija in proteoliza (Stadtman, 1992; Beckman in Ames, 1997; 
Dean in sod., 1997). 
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Slika 1 prikazuje najpogostejše možne spremembe pri oksidaciji beljakovin. Zaradi 
reakcije ROS s polipeptidno verigo nastane prosti proteinski radikal, kar vodi do treh 
možnih sprememb (Lund in sod., 2011):  
 nastanka disulfidov: s povezavo dveh različnih proteinov ali dveh fragmentov 
istega proteina;  
 spremembe stranske verige oz. funkcionalne skupine; 
 razcepa polipeptidne verige (fragmentacije). 
 
 
Slika 1: Prikaz možnih posledic pri oksidaciji beljakovin (Lund in sod., 2011: 84). 
 
Nastale spremembe vplivajo na nastanek končnih produktov oksidacije beljakovin: 
disulfidov, dinitrozinov, hidroperoksidov, karbonilov, sulfoksidov ali sulfonov (Lund in 
sod., 2011). 
 
2.1.1 Reaktivne kisikove spojine 
 
Reaktivne kisikove zvrsti ali reaktivne kisikove spojine (ROS) so visoko reaktivni prosti 
radikali. Pojem zajema molekule kisika v različnih reduciranih in/ali vzbujenih stanjih ter 
spojine kisika z vodikom, klorom in/ali dušikom. So zelo nestabilne molekule, ki imajo 
enega ali več prostih elektronov. Če molekula kisika med reakcijo ne sprejme vseh 4 
elektronov, nastane reaktivna kisikova zvrst (Singler in sod., 1999). 
 
ROS nastajajo s pomočjo endogenih ali eksogenih virov, pri številnih redoks in encimskih 
reakcijah, kjer prihaja do prenosa kisika. Endogeni viri vključujejo mitohondrije, citokrom 
P450, peroksisome in vnetne celične odzive, pri katerih sodelujejo nevrofilci, eozinofilci in 
makrofagi. Med eksogenimi viri prevladujejo sevanje in različni okoljski agensi, kamor 
uvrščamo ksenobiotike in kovinske ione (Inoue in sod., 2003; Gupta in sod., 1997; Klaunig 
in sod., 1997). 
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Z biološkega vidika so najpomembnejši naslednje reaktivne kisikove zvrsti (Estévez, 2011; 
Halliwell in Gutteridge, 2000): 
 superoksid ali superoksidni anionski radikal (O2˙), 
 vodikov peroksid (H2O2), 
 hidroksilni radikal (OH˙), 
 hidroperoksid (ROOH), 
 hidroperoksil (HO2˙), 
 alkoksilni radikal (PO˙), 
 peroksilni radikal (ROO˙), 
 singletni kisik (O2˙-). 
 
Razvrstimo jih lahko na primarne in sekundarne zvrsti. Primarne ROS, kamor spadajo 
superoksidni anionski radikal, vodikov peroksid in hidroksilni radikal, reagirajo s celičnimi 
gradniki. Posledica je tvorba sekundarnih ROS, hidroperoksidov, alkoksilnih in peroksilnih 
radikalov, ki povzročajo še dodatne reakcije v celičnih organelih (Ames in sod., 1993). 
 
ROS lahko povzročijo poškodbe na področju vseh biomolekul, vključno z lipidi, 
beljakovinami in DNA. Nastale poškodbe so bodisi reverzibilne, pri čemer imajo 
pomembno vlogo antioksidativni obrambni sistemi ali ireverzibilne, kjer se poškodbe ne 
morejo več odpraviti, zato posledično nastopi celična smrt (Halliwell in Gutteridge, 1999). 
 
2.1.2 Vodikov peroksid 
 
Vse aminokisline niso enako dovzetne za procese oksidacije. Tako se npr. cistein in 
metionin zaradi vsebnosti žvepla oksidirata že pri zelo majhnih koncentracijah ROS. Za 
njuno oksidacijo je odgovoren vodikov peroksid, ki z oksidacijo esencialnih tiolnih skupin, 
cisteinskih in metioninskih ostankov inaktivira encime. Oksidacija cisteinskih ostankov 
vodi do nastanka disulfidov med proteinsko tiolno skupino in nizko-molekularnimi tioli. 
Do tvorbe disulfidov lahko pride znotraj proteina ali med dvema različnima proteinoma. 
Nastale poškodbe so reverzibilne (Estévez, 2011; Halliwell in Gutteridge, 1999). 
 
Omenjeni radikal povzroči tudi oksidacijo metioninskih ostankov v metionin sulfokside in 
sulfone. Metionin sulfoksid reduktaza lahko popravi zmerno oksidirane beljakovine z 
redukcijo metionin sulfoksida do metionina (Moskovitz in sod., 1997). Ciklična oksidacija 
in redukcija metioninskih ostankov tako predstavlja pomembno zaščito pred oksidativnimi 
poškodbami (Lee in sod., 1999).  
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2.1.3 Superoksidni radikal 
 
Superoksidni radikal nastane v prvi stopnji redukcije kisika. Je šibka baza z majhno 
reaktivnostjo, prisotnost naboja pa otežuje superoksidnega radikala gibljivost skozi 
membrane. Povzroča nastanek visoko reaktivnih ROS, kot so vodikov peroksid, hidroksilni 
radikal in singletni kisik (Singler in sod., 1999; Halliwell in Gutteridge, 2000).  
 
Kljub majhni reaktivnosti lahko superoksidni radikal inhibira antioksidativne (glutation 
peroksidazo, katalazo) in mitohondrijske encime (NADH dehidrogenazo, NADH oksidazo, 
mitohondrijsko ATP-azo). Neposredno lahko reagira tudi s Fe-S centri v aktivnih mestih 
encimov, kar poveča količino prostega železa v celici in posledično še dodatne oksidativne 
poškodbe (Halliwell in Gutteridge, 2000). 
 
2.1.4 Hidroksilni radikal 
 
Hidroksilni radikal, ki nastaja v Fentonovi reakciji z redukcijo vodikovega peroksida, 
povzroča najbolj izrazite oksidativne poškodbe beljakovin in nastanek karbonilov. 
Beljakovine poškoduje ireverzibilno; razgradijo se do peptidov in aminokislin (Estévez, 
2011; Stadtman, 1992).  
 
Do Fentonove reakcije pride, ko se kovinski ion (M
n+
) v celici sreča z vodikovim 
peroksidom (H2O2) in se pri tem kovinski ion oksidira (M
(n+1)+
), vodikov peroksid pa 




in v izredno reaktivni in zato nevarni hidroksilni radikal 
(HO˙). Primer kovinskega iona je železov ion Fe
2+
, ki se oksidira v Fe
3+
. Atom železa je 










Karbonilacija je ireverzibilna in neencimska sprememba proteinov, ki vključuje nastanek 
karbonilov, ki se tvorijo zaradi oksidativnega stresa in drugih mehanizmov (Estévez, 
2011). 
 
Karbonili (aldehidi in ketoni) nastajajo po treh ključnih poteh (Estévez, 2011): 
 z neposredno oksidacijo specifičnih aminokislin – arginin, prolin, histidin in lizin; 
 s hidrolizo polipeptidne verige na mestu prolina, glutamata ali aspartata; 
 z ne-encimsko reakcijo z reducirajočimi sladkorji (glikozilacijo). 
 
Z redoks aktivnimi kovinami povzročena oksidacija beljakovin (prva navedena pot) je le 
ena izmed možnih poti nastanka karbonilov. Najpogostejše tarče, ki se na ta način okvarijo, 
so gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza in številni drugi mitohondrijski encimi. Do 
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nastanka karbonilov lahko pride tudi preko nastanka ketoaminov (Stadtman, 1992; Levine 
in sod., 1994; Cabiscol in sod., 2000). 
 
2.2 OSNOVNI MEHANIZMI OKSIDACIJE BELJAKOVIN 
 
Številne ROS, kot so radikali in druge neradikalske vrste, so potencialni sprožilci 
oksidacije beljakovin. Naravno prisotne snovi v mišičnini in oksidativni encimi so 
morebitni prekurzorji ali katalizatorji nastanka ROS, zato igrajo pomembno vlogo pri 
sprožitvi oksidacije beljakovin. Glavna veriga peptidov in stranske funkcionalne skupine 
aminokislinskih ostankov so pogosto tarče ROS (Estévez, 2011). 
 
V preglednem znanstvenem članku (Estévez, 2011) je predstavljen natančen potek in 
zaporedje verižne reakcije oksidacije beljakovin. V prvi fazi reagira hidroksilni radikal 
(OH˙) s proteinsko molekulo (PH). Z vezavo vodikovega atoma na radikal nastane voda in 
prosto mesto na proteinu (P˙) (reakcija 1). Ob prisotnosti kisika in njegovi vezavi na P˙ 
nastane peroksilni radikal (POO˙) (reakcija 2). Novonastali prosti radikal ponovno reagira 
s polipeptidno verigo in odcepi vodikov atom, pri tem nastaja hidroperoksid (POOH) 







), vodita do nastanka alkoksilnega radikala (PO˙) in končnih 
hidroksilnih derivatov (POH) (reakciji 6, 7). 
 
PH + HO˙ → P˙ + H2O                …(1) 
 
P˙ + O2 → POO˙                …(2) 
 
POO˙ + PH → POOH + P˙               …(3) 
 








             …(5) 
 






 → POH + M
(n+1)+
              …(7) 
 
2.3 SPECIFIČNI MEHANIZMI OKSIDACIJE BELJAKOVIN 
 
Pomembno vlogo pri delovanju in formiranju ROS imajo tudi nekatere naravno prisotne 





oksidacijski encimi so prekurzorji in katalizatorji ROS (Estévez, 2011). 
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2.3.1 Kovinski ioni 
 
Kovinski ioni, kot so železovi, cinkovi in bakrovi, so nujno potrebni za normalno 
delovanje celic. Ti elementi so esencialni, vendar pa ima lahko njihov presežek 
citotoksičen učinek. Ioni redoks aktivnih kovin povzročajo nastanek ROS, kar vodi do 
oksidativnega stresa in poškodb celičnih gradnikov (Estévez, 2011; Klein in sod., 1998). 
 
Superoksidni radikal povzroča sproščanje železa iz centrov nekaterih encimov, ti pa 
posledično izgubijo svojo aktivnost. Sproščeno železo sodeluje v Fentonovi reakciji, kjer 
nastajajo velike količine hidroksilnega radikala. V Fentonovi reakciji sodelujejo poleg 
železovih ionov tudi bakrovi, kobaltovi in kromovi. Kovinski ioni reagirajo z vodikovim 
peroksidom, pri čemer nastajajo oksidirane oblike kovinskih ionov in velike količine 
hidroksilnega radikala (Liochev in Fridovich, 1994; Valko in sod., 2005). 
 
Oksidirane oblike kovin, ki nastajajo pri tej reakciji, pa sodelujejo v Haber-Weissovi 
reakciji, kjer reagirajo s superoksidnim radikalom. V tej reakciji nastajajo reducirane 
oblike kovin, ki ponovno sodelujejo v Fentonovi reakciji in ponovno prispevajo k nastanku 




Poleg kovinskih ionov so tudi hem barvila odgovorna za povečano nastajanje ROS in 
posledično za oksidacijo beljakovin in nastanek karbonilov. Mioglobin ima sposobnost, da 
poveča ROS predvsem zaradi vsebujočega železovega iona, ki je redoks aktiven prehodni 
element, njegova vloga pri nastanku ROS pa je omenjena že v Fentonovi reakciji (Vollaard 
in sod., 2005; Cooper in sod., 2002). 
 
Pot nastajanja prostih radikalov predstavlja avtooksidacija oksimioglobina (MbO2), ki 
povzroči nastanek superoksidnega aniona (reakcija 8) in vodikovega peroksida (reakcija 
9). Peroksidi pa lahko nadalje reagirajo s feri obliko hem proteinov, pri čemer nastajata dva 




) ter proteinsko vezani radikal (R˙) 
(reakcija 10), ki imata podobno reaktivnost kot hidroksilni radikal (Vollaard in sod., 2005; 
Cooper in sod., 2002). 
 
Avtooksidacijo pospešujejo kovinski ioni, kot sta baker in železo, sol in njene nečistoče, 












 + O2 + 2H
+
 → H2O2 + O2              …(9) 
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Po mnenju nekaterih znanstvenikov naj bi izpostavitev miofibrilarnih proteinov določenim 
nenasičenim maščobnim kislinam, kot je npr. linolna, vodila v številne biokemijske 
spremembe, vključno z oksidacijskimi procesi beljakovin in posledičnem nastajanju 
karbonilnih skupin. Kljub temu pa večina strokovnjakov meni, da večjih povezav ni, saj je 
dejstvo, da lahko beljakovine oksidirajo samostojno v odsotnosti maščob (Estévez, 2011; 
Lund in sod., 2011). 
 
ROS, ki nastajajo v procesu oksidacije maščob, so tako kot vsi prosti radikali snovi, ki 
povzročajo oksidacijske procese na vseh molekulah, tudi na beljakovinah (Estévez, 2011).  
 
Oksidaciji beljakovin in maščob potekata ločeno, in sicer se najprej oksidirajo maščobe in 
šele nato beljakovine. Hidroksilni radikal pa, kot zanimivost, nekatere beljakovine 
(albumine, kolagen) oksidira hitreje kot nenasičene maščobne kisline (Estévez, 2011). 
 
2.3.4 Ostali dejavniki 
 
Poleg vseh zgoraj naštetih naravno prisotnih sestavin mesa je oksidacija odvisna tudi od 
drugih parametrov, kot so vrednost pH, temperatura, aktivnost vode (aw) in vsebnost 
antioksidativnih snovi (fenolov). Tudi svetlobna izpostavljenost in sevanje sta posredna 
dejavnika oksidacije, saj vplivata na nastanek ROS (Estévez, 2011). 
 
2.4 POSLEDICE OKSIDACIJE BELJAKOVIN MESA NA KAKOVOST 
 
Beljakovine, kot glavna sestavina mišičnega tkiva, igrajo odločilno vlogo v živilih iz 
senzoričnega, tehnološkega in prehranskega vidika. Spremembe strukture mišičnih 
beljakovin vplivajo na kakovost mesa, vključno s teksturo, barvo, aromo in sposobnostjo 
vezanja vode. Oksidacija beljakovin povzroči več fizikalno-kemijskih sprememb, kot so 
razgradnja aminokislin, zmanjševanje topnosti beljakovin in izguba aktivnosti encimov, 
izguba funkcionalnosti, kot so želirne in emulgivne sposobnosti (Estévez, 2011; Lund in 
sod., 2011). Glede na te spremembe, ki se pojavijo, lahko smiselno predpostavljamo, da 
oksidacijske reakcije, ki povzročijo spremembe beljakovin, lahko vplivajo tudi na kakovost 
mesa. Razumevanje mehanizmov oksidacij je predstavljalo velik izziv v prvih izvedenih 
študijah. V nedavnih študijah pa so pojasnili posledice, ki nastanejo kot posledica 
oksidacije beljakovin, in poročali o teksturnih spremembah in o spremembah hranilne 
vrednosti. Povezava med oksidacijo beljakovin in domnevnim poslabšanjem kakovosti 
zaradi oksidacije beljakovin se običajno proučuje na podlagi značilnih korelacij med 
meritvami skupne vsebnosti karbonilov (metoda DNPH) in oceno kakovostne lastnosti. 
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Zelo redko najdemo znanstvene argumente, podprte z natančnimi mehanizmi, ki bi 
pojasnjevali vpletenost karbonilacije beljakovin v neželeno poslabšanje kakovosti. Tako so 
karbonili zgolj kazalniki beljakovinskih oksidacij, vendar pa jih raziskovalci ne povezujejo 
vedno z očitnim poslabšanjem kakovosti (Estévez, 2011). 
 
2.4.1 Prehranska vrednost 
 
Potencialni negativni vpliv oksidacije beljakovin na zdravje potrošnika in prehransko 
vrednost živil je naslednja pomembna tema, ki zahteva nadaljnje preiskave in študije. 
Študije v preteklosti so temeljile na proučevanju oksidacijskih sprememb esencialnih 
aminokislin in bio-razpoložljivosti oksidiranih derivatov. Meso vsebuje določene 
esencialne aminokisline, ki jih ni mogoče najti v živilih rastlinskega izvora. Zato oksidacija 
beljakovin lahko povzroči izgubo določenih aminokislin in spremembo hranilne vrednosti, 
vendar pa ni dokončno znano v kolikšni meri. Odkrili so tudi, da majhen obseg oksidacije 
povzroči komaj opazne spremembe v strukturi beljakovin. Oksidacija v večjem obsegu pa 
vodi k oksidativnim spremembam specifičnih stranskih verig aminokislin. Vse to pa bi 
lahko negativno vplivalo na zdravje ljudi. Obsežne študije niso dokazale dejanskega vpliva 
na zdravje ljudi ob uživanju oksidiranih beljakovin, tako da to ostaja neznanka, kateri se 
bodo morali posvetiti v prihodnosti (Estévez, 2011). 
 
Uživanje mesa zagotavlja ustrezno oskrbo telesa z esencialnimi aminokislinami. Procesi 
oksidacije mesnih beljakovin pa povzročajo neto izgubo določenih aminokislin in 
spremembo začetnega beljakovinskega profila. Ker je proces nastanka karbonilov 
ireverzibilen in vključuje aminokisline lizin, arginin, histidin ter prolin, se posledično na ta 
način zmanjša tudi hranilna vrednost mesa (Estévez, 2011; Lund in sod., 2011).  
 
Dejanski vpliv oksidiranih beljakovin na zdravje ljudi ostaja še vedno nepojasnjen. Po 
mnenju nekaterih študij se ne-hidrolizirane beljakovine v črevesju fermentirajo s pomočjo 
črevesne mikroflore v določene fenole in p-krezole, ki so mutageni in povzročajo večje 




Raziskovalci so teksturne lastnosti, kot so sočnost, mehkoba in trdota, svežega mesa in 
mesnih izdelkov proučevali v povezavi z morebitno oksidacijo beljakovin. Ugotovili so 
povezavo med skupno vsebnostjo karbonilov z metodo DNPH in teksturo mesa (Estévez, 
2011). Meso, ki je vsebovalo več skupnih karbonilov, je bilo bolj trdo in obratno (Lund in 
sod., 2011). Večja trdnost oksidiranega mesa, ki naj bi bila posledica (Estévez, 2011): 
 zmanjšane proteolitične razgradnje beljakovin med staranjem; 
 navzkrižnih povezav med aminokislinami in nastanka disulfidov. 
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Upoštevati pa je potrebno, da na trdoto mesa vplivajo tudi vrsta mesa, geni, starost in 
drugo (Lund in sod., 2011). 
 
2.5 NAČINI PREPREČEVANJA OKSIDACIJE 
 
Raziskovalci so odkrili, da antioksidativne spojine lahko inhibirajo oksidativne reakcije, ki 
potekajo v mesu. Prepričani so, da oksidacija beljakovin in lipidov poteka po podobnih 
kemijskih mehanizmih, zato je večina strategij za preprečevanje oksidacije beljakovin 
podobna kot pri preprečevanju oksidacije lipidov. Rezultati zgodnjih študij so pokazali, da 
je kompleksnost reakcij pri oksidaciji beljakovin mnogo bolj zahtevna kot pa pri oksidaciji 
lipidov. Zato nekatere strategije za preprečevanje oksidacije beljakovin niso tako 
učinkovite kot pri preprečevanju oksidacije lipidov ali pa so se celo izkazale kot 
prooksidativne. Zato je za razvoj zanesljive antioksidativne strategije proti oksidaciji 
beljakovin potrebno v celoti razumeti mehanizme, ki sodelujejo pri oksidativni razgradnji 
beljakovin. Možnosti sta povečevanje oksidativne stabilnosti s prehranskimi dodatki v 
krmo živali ali pa dodajanje snovi z antioksidativnim učinkom neposredno v meso 
(Estévez, 2011; Lund in sod., 2011). 
 
2.5.1 Prehrana živali 
 
V organizmu nastajajo škodljive snovi – prosti radikali (prooksidanti), ki so v običajnih 
razmerah v celicah v stalnem ravnotežju z antioksidanti. V pogojih oksidacijskega stresa, 
ko je zaradi različnih dejavnikov (večja vsebnost VNMK v obroku, prisotnost toksinov in 
kovinskih ionov v krmi, infekcije) ravnotežje med oksidanti in antioksidanti porušeno v 
korist oksidantov, se potrebe po antioksidantih povečajo. Dodajanje antioksidantov v krmo 
je potrebno ne samo za zaščito živali, pač pa tudi za zaščito živalskih izdelkov pred 
oksidacijo ter ohranitev njihove prehranske vrednosti in okusnosti (Frankič in Salobir, 
2007). 
 
V pogojih intenzivne reje živali je v krmo pogosto potrebno dodajati velike količine 
maščob. Predvsem rastlinske maščobe pa vsebujejo velike količine nenasičenih maščobnih 
kislin, ki so oksidacijsko nestabilne. Z večjim zauživanjem nenasičenih maščobnih kislin 
se zaradi nevarnosti oksidacije povečajo tudi potrebe po njihovi zaščiti v organizmu, to je 
po zauživanju antioksidantov (Frankič in Salobir, 2007). 
 
Nedavne nutrigenomske študije so pokazale, da ima prehrana živali velik vpliv na 
izražanje genov v tkivih. Prehranski dodatki antioksidantov lahko izboljšajo kakovost mesa 
prek modifikacije tkivnih metabolnih procesov (Delles in sod., 2014).  
 
Na maščobnokislinsko sestavo mesa monogastričnih živali lahko vplivamo z ustrezno 
krmo. Z dodatkom antioksidantov (največkrat tokoferolov) v krmo živali izboljšamo 
Rotar A. Razvoj in aplikacija analitske metode za … proteinskih karbonilov v piščančjem mesu. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
12 
oksidativno stabilnosti mesa. Slednje vključuje zmanjšanje razmerja VNMK/ENMK na 
račun dodajanja α-tokoferola (≈ 200 mg tokoferola/kg krme). Pri prašičih pa sta kot primer 
prosto krmljenje na pašnikih in hranjenje z želodom dejavnika, ki pozitivno vplivata na 
zmanjšanje obsega oksidacije (Estévez, 2011). 
 
2.5.2 Obdelava mesa 
 
Študija avtorja Estéveza (2011) je proučevala tudi fenolne spojine (galno kislino, katehine, 
glukozide in rutinine), ki naj bi zavirale nastanek karbonilov. Omenjene antioksidante so 
dodajali v meso in mesne izdelke, ti pa so delovali kot lovilci ROS in kelatorji reaktivnih 
kovin. 
 
Med snovmi z dokazanim antioksidativnim potencialom so rastlinski fenoli, zanimanje 
zanje se povečuje zaradi njihovega naravnega porekla in dodatnih bioaktivnih učinkov. 
Sposobnost fenolnih spojin, da delujejo kot antioksidanti, je odvisna od notranjih 
dejavnikov, kot je kemijska struktura, in zunanji dejavniki, kot so sestava in značilnosti 
substrata, stopnja in intenzivnost oksidativnih reakcij ter lokalizacija fenolnih spojin 
(Estévez, 2011). 
 
Lund in sod. (2007) je našel očiten antioksidativen učinek izvlečka rožmarina na 
oksidacijo lipidov v govejih pleskavicah, medtem ko je bil učinek takšnega ekstrakta na 
karbonilacijo beljakovin zanemarljiv. V skladu s tem so Lund in Baron (2010) poročali o 
pomembnem antioksidativnem učinku polifenolov jabolk na lipide kuhanih šunk, medtem 
ko isti odmerek ni vplival na tvorbo proteinskih karbonilov. V modelnih sistemih so 
poročali, da so nekateri polifenoli in α-tokoferol učinkoviti pri zaščiti mišičnih beljakovin 




Posledice oksidacije lahko glede na vrsto mesa omejimo z zmanjšano izpostavljenostjo 
mesa molekularnemu kisiku in z ustrezno metodo pakiranja v nepropustno embalažo. 
Govedina je bolj podvržena oksidaciji kot prašičje meso (Estévez, 2011). 
 
Vakuumsko pakiranje je enostaven in najboljši način pakiranja. Obstojnost mesa podaljša 
za nekaj tednov, saj z ustvarjenimi anaerobnimi pogoji zaustavi procese oksidacije in tudi 
ostale nezaželene procese (rast mikroorganizmov, …). Pakiranje in skladiščenje mesa v 
atmosferi s kisikom prinaša potencialno tveganje za oksidativne reakcije, vendar pa te 
reakcije zahtevajo tudi prisotnost prooksidantov (reaktivnih kovin, maščob, …) in 
procesiranje, kot sta obsevanje in kuhanje, da se lahko aktivirajo ROS (Estévez, 2011).  
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Pakiranje v modificirani atmosferi z veliko koncentracijo kisika zmanjša sočnost mesa v 
primerjavi s pakiranjem brez kisika, to pa naj bi bila posledica nastanka navzkrižnih 
povezav miozina. Prav tako pakiranje v modificirani atmosferi s kisikom poveča trdoto 
mesa v primerjavi z mesom, ki je bilo pakirano brez kisika (Lund in sod., 2011). 
 
2.6 METODE DOLOČANJA OKSIDACIJE BELJAKOVIN 
 
V grobem ločimo dve skupini metod za detekcijo poškodovanih beljakovin. V prvo 
skupino spadajo običajne metode, v drugo pa metode, ki zaznavajo specifične spremembe 
posameznih aminokislin (Kocbek, 2008). 
 
Med običajne teste spada analiza aminokislin, kjer beljakovine hidrolizirajo, aminokisline 
pa običajno ločimo z navadno ionsko izmenjevalno kromatografijo. S tem testom se meri 
izguba in modifikacija določenih aminokislin. Sem uvrščamo tudi test proteinskih 
peroksidov, ki se navadno meri jodometrično, in test naraščajoče občutljivosti na 
proteolizo, kjer merimo nastanek alanina. Najbolj znan test iz te skupine je karbonilni test 
(Kocbek, 2008). 
 
Karbonilni test je spektrofotometrična metoda, ki zaznava karbonilne skupine na 
beljakovinah in z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) kvantitativno določa njihove 
oksidativne poškodbe (Estévez, 2011). Karbonile lahko določimo tudi z merjenjem 
protiteles na DNPH z analizo imunskega odtisa (ang. immunoblot). 
 
Metoda DNPH je rutinski postopek, ki omogoča kvantifikacijo skupnih karbonilov iz 
vzorca proteinov. Rezultati se pogosto uporabljajo kot splošni indeks oksidacije proteinov 
v mesu in mesnih izdelkih. Metoda temelji na reakciji med DNPH in karbonilnimi 
spojinami (slika 2). V reakciji se tvori 2,4-dinitrofenil (DNP) hidrazonski produkt, ki ima 
največjo absorbanco pri približno 370 nm. Postopek vključuje sočasno določitev 
karbonilnih derivatov in vsebnosti proteinov v vzorcu. Koncentracijo DNP hidrazonov 
izračunamo s spektrofotometričnim merjenjem reagiranega DNPH. Koncentracijo 
proteinov določimo v kontrolnem vzorcu (brez dodanega DNPH), in sicer pri 280 nm ob 
uporabi standarda BSA (goveji serumski albumin). Rezultati so navadno podani kot nmol 
DNP hidrazonov na mg proteinov (Estévez, 2011). 
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Slika 2: Reakcija karbonilnih spojin z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH)(Colombo in sod., 2016). 
Izvirna metoda (Oliver in sod., 1987) je bila razvita za analizo oksidativnega stresa v 
bioloških vzorcih, kasneje pa je bila uporabljena z manjšimi prilagoditvami za meritve na 
živilih. Te prilagoditve so obdelava vzorcev z raztopino klorovodikova kislina-aceton 
zaradi odstranitve potencialno motečih kromofornih snovi (hemoglobin, mioglobin in 
retinoidi) in obdelava z močnimi ionskimi pufri, ki pospešijo suspendiranje beljakovin 
(npr. miofibrilarnih proteinov) (Estévez, 2011). 
 
Za kvantifikacijo in prepoznavanje oksidacije beljakovin poznamo številne biomarkerje, 
kot so nastanek proteinskih karbonilov, izguba tiolne skupine, fragmentacija in agregacija 
beljakovin. Vsebnost karbonilov je najbolj pogosto uporabljena metoda za določanje 
oksidacije beljakovin (Vossen in Smet, 2015). 
 
Med prej omenjenimi spremembami je izpostavljen nastanek karbonilnih spojin, kot ena 
izmed glavnih sprememb pri oksidaciji beljakovin. Pravzaprav je kvantifikacija skupne 
vsebnosti proteinskih karbonilov z metodo DNPH verjetno najbolj pogosta metoda za 
določanje oksidacije beljakovin v mesu in bioloških sistemih. Kontradiktorno je to, da se 
proteinski karbonili pogosto uporabljajo kot indikator oksidacije beljakovin, medtem ko 
dejanski pomen karbonilacije proteinov v živilih še ni definiran (Estévez, 2011). 
 
2.7 PIŠČANČJE MESO, OBOGATENO Z OMEGA-3 MAŠČOBNIMI KISLINAMI IN 
SELENOM  
 
2.7.1 Vpliv dodatka Se v prehrano piščancev na kakovost mesa piščancev in pomen 
Se v prehrani ljudi 
 
Se je mikroelement, ki je sicer prisoten v zemlji. Potrebujemo ga za normalno delovanje 
nekaterih encimov, sodeluje v metabolizmu ščitničnih hormonov, celice pa ščiti tudi pred 
oksidativnim stresom (Kohlmeier, 2003). 
 
Mladostniki nad 15 let in odrasli potrebujejo med 30 in 70 µg Se dnevno. V živilih 
živalskega izvora se Se najpogosteje pojavlja v obliki selenocisteina, v rastlinskih živilih 
pa v obliki selenometionina (slika 3). Količina Se v živilih je močno odvisna od 
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koncentracije Se v zemlji, od koder pride v rastline, živalsko krmo in posledično tudi v 
živali. Najbogatejši viri Se so morska hrana in jetra, manj ga je tudi v mesu in jajcih. 
Vsebujejo ga tudi žita, sadje in zelenjava in oreščki, vendar v precej manjših količinah 
(Kohlmeier, 2003; Referenčne vrednosti za vnos hranil, 2004). 
 
  
Slika 3: Selenocistein in selenometionin (Kojić, 2018). 
 
Se je mineralni antioksidant in ima izrazite antioksidativne lastnosti, deluje kot kofaktor za 
glutation peroksidazo, encim, ki katalizira redukcijo vodikovega peroksida in lipidnih 
peroksidov in tako preprečuje oksidativne poškodbe. Delles in sod. (2014) poročajo o 
koristnih učinkih bioloških mineralov na piščance, kar se kaže na njihovem zdravju in 
kakovosti mesa zaradi boljše bio-razpoložljivosti in absorpcije v primerjavi z anorganskimi 
minerali. 
 
Se je poznan kot pomemben element v sledovih. Učinkovito povečuje oksidativno 
stabilnost lipidov in upočasni rast mikroorganizmov. Dodajanje Se v prehrano perutnine 
lahko perutninski industriji zagotovi preprosto metodo pri preprečevanju oksidacije lipidov 
v mesu. Kim in sod. (2010) so ugotovili, da se izboljšala prirast piščancev, vzrejenih s 
krmo, obogateno s Se. Pri visokih prehranskih vnosih Se so pri perutnini ugotovili tudi 
povečanje mase jeter, ledvic in mišic (Echevarria in sod., 1988). Pogosto se ob Se v 
prehrano doda tudi vitamin E, da se prepreči pomanjkanje in oslabitev imunskega sistema 
mladih piščancev. 
 
Piščančji izdelki lahko vsebujejo več Se, ki izvira iz prehrane živali. Evropska agencija za 
varnost hrane, EFSA, je za živila, ki imajo veliko vsebnost Se, odobrila naslednje 
zdravstvene trditve, ki se lahko uporabljajo na označbah takih živil (EFSA, 2010):  
 ima vlogo pri nastajanju semenčic, 
 prispeva k ohranjanju zdravih las, 
 prispeva k ohranjanju zdravih nohtov, 
 ima vlogo pri delovanju imunskega sistema, 
 ima vlogo pri delovanju ščitnice, 
 ima vlogo pri zaščiti celic pred oksidativnim stresom. 
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2.7.2 Meso, obogateno z omega-3 maščobnimi kislinami 
 
Omega-3 (n-3) maščobne kisline (MK) so esencialne za naše telo. So nujne za zdravje 
človeka, vendar jih telo samo ne more sintetizirati. Vnesemo jih lahko le s hrano. Najdemo 
jih v ribah, ostali morski hrani, vključno z algami, v nekaterih rastlinah, rastlinskih oljih in 
v oljih oreščkov. Gre za VNMK, ki igrajo pomembno vlogo pri normalnem delovanju 
možganov in za normalno rast in razvoj. Osnovne maščobne kisline n-3 so: 
eikozapentaenojska kislina (EPK), dokozaheksaenojska kislina (DHK) in α-linolenska 
kislina (ALA) (Salobir, 2000). 
 
n-3 VNMK ugodno vplivajo na naslednje funkcije, stanja in bolezni pri človeku (Salobir, 
2000): 
 kot gradniki živčnega tkiva ugodno vplivajo na razvoj možganov in mrežnice v pre- 
in postnatalnem obdobju, 
 ugodno vplivajo na kognitivne in psihomotorične sposobnosti otrok ter ostrino 
vida,  
 ugodno vplivajo na sposobnost koncentracije in bralno sposobnost otrok 
(disleksija), 
 delujejo antidepresivno in zmanjšajo nagnjenost k suicidnosti, 
 zmanjšujejo agresivnost in pojavnost kriminalnih dejanj,  
 ugodno vplivajo na razvoj kosti in hrustanca, 
 zmanjšujejo krvni tlak, 
 delujejo antiaterogeno in preprečujejo bolezni srca in ožilja, 
 imajo antiaritmičen učinek,  
 zavirajo vnetne procese,  
 ugodno vplivajo na delovanje imunskega sistema (uravnavajo), 
 preprečujejo in blažijo artritične procese,  
 preprečujejo in blažijo psorijazo,  
 izboljšajo potek ulcerativnega kolitisa, 
 zmanjšujejo pogostnost raka in ugodno vplivajo na potek bolezni.  
 
EFSA (2010), je za živila, ki imajo 40 mg DHK na 100 g in na 100 kcal oz. so vir EPK in 
DHK, odobrila naslednje zdravstvene trditve, ki se lahko uporabljajo na označbah takih 
živil, hkrati pa se morajo potrošniki obvestiti, da se koristni učinek doseže z dnevnim 
vnosom 250 mg DHK oz. EPK in DHK (Uredba komisije (EU) št. 432, 2012):  
 DHK ima vlogo pri delovanju možganov, 
 DHK ima vlogo pri ohranjanju vida in 
 EPK in DHK imata vlogo pri delovanju srca. 
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Proizvodnja živil, obogatenih z n-3 VNMK, je ovirana zaradi velike občutljivosti takih 
živil na oksidacijo. Oksidacija je negativen pojav, tako iz senzoričnega kot iz prehranskega 
vidika. Spremeni se prehranska vrednost živila, razgradijo se esencialne maščobne kisline 
in s tem tudi v maščobi topni vitamini (A, D, E, K). Prav tako se zmanjša energijska 
vrednost, pride do pojava žarkosti in spremembe barve. Pri oksidaciji VNMK se tvorijo 
produkti, ki povzročijo predvsem neprijeten okus živil. Ob prisotnosti kisika, svetlobe in 
toplote nastajajo aldehidi in ketoni, ki so lahko tudi toksični. Zato je zelo pomembno, kako 
takšna obogatena živila shranjujemo. Dolgoverižne VNMK lahko zaščitimo z dodatkom 
antioksidantov, saj so znani preprečevalci oksidacije lipidov. Vitamin E, karotenoidi, 
antociani, flavonoidi in fenoli delujejo kot lovilci prostih radikalov. Kakovost hitro 
pokvarljivih živil z velikim deležem dolgoverižnih VNMK pa lahko ohranimo tudi s 
pakiranjem v modificirano atmosfero. S tem preprečimo dostop kisika, ki je glavni 
povzročitelj oksidacije (Arab-Tehrany in sod., 2012). 
 
Oksidacijo lipidov lahko, kot je bilo že poudarjeno, upočasnimo z dodatkom 
antioksidantov. Za izboljšanje oksidacijske stabilnosti mesa se poleg naravnega -
tokoferola in rastlinskih ekstraktov, bogatih z antioksidanti, v prehrano živali lahko 
dodajajo tudi sintetični antioksidanti in -tokoferil acetat. Dobro antioksidativno 
učinkovitost v pleskavicah iz piščančjega mesa je izkazal naravni -tokoferol, sledila sta 
ekstrakt rožmarina in zelenega čaja. Boljšo antioksidativno aktivnost od naravnih 
rastlinskih ekstraktov in -tokoferola so pokazali sintetični antioksidanti, kombiniranimi z 
-tokoferol acetatom (Smet in sod., 2008). 
 
Uživanje piščančjega mesa, obogatenega z bioaktivnimi snovmi, kot so n-3 VNMK, 
vitamin E in Se, lahko pomaga preprečiti mnogo bolezni in lahko predstavlja način za vnos 
teh snovi v človekovo telo. To je zelo pomembno, saj zauživanje piščančjega mesa narašča 
po celem svetu (Konieczka in sod., 2017). 
 
Obogateno meso lahko pozitivno vpliva na naše zdravje, brez negativnih vplivov na 
metabolizem lipidov, zato bi lahko tako meso označili kot funkcionalna hrana. Dober vir n-
3 VNMK v človeški prehrani so morske ribe, katerih izvor je omejen, hkrati pa so v 
mnogih delih sveta drage. Piščančje meso je na splošno med potrošniki zelo dobro 
sprejeto, je relativno poceni z visoko hranilno vrednostjo, zato njegovo uživanje v zadnjih 
desetletjih narašča. Prav tako se piščančje meso lahko enostavno obogati z n-3 VNMK 
tako, da se piščance krmi s krmo, ki ima ustrezno spremenjeno maščobnokislinsko sestavo. 
n-3 VNMK so v velikem deležu zastopane v lanenih semenih, zato se jih dodaja v 
mešanice žit za piščance. Meso lahko predstavlja pri ljudeh pomemben način vnosa 
bioaktivnih snovi, kot sta vitamin E in Se. Za odrasle je priporočen dnevni vnos vitamina E 
12 mg (EFSA, 2015), za Se pa 70 µg (EFSA, 2014). Vitamin E in Se zagotavljata obrambo 
pred oksidativnim stresom in pomagata urejati reprodukcijo. Pomanjkanje teh snovi 
predstavlja resne motnje pri ljudeh. Nekateri znanstveniki opozarjajo na pomanjkanje Se v 
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človekovi prehrani na globalni ravni. Zato ima povečan nivo Se v piščančjem mesu 
pozitiven vpliv na preprečevanje oksidacije VNMK in ima tudi velik pomen v bolj bogati 
prehranski vrednosti izdelka (Konieczka in sod., 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL IN NAČRT POSKUSA 
 
Material poskusa je bilo presno meso piščančjih beder. V podjetju Pivka perutninarstvo 
smo 15.5.2018 vzorčili dve skupini svežega mesa piščančjih beder brez kosti in kože, prva 
skupina mesa je bila obogatena s Se, druga pa s Se in n-3 VNMK. Meso je bilo vzorčeno 
en dan po zakolu. Od vsake skupine smo za določene analize odvzeli po šest vzorcev 
svežega mesa piščančjih beder, jih zavili v za kisik prepustno folijo in jih poimenovali: 
 meso, obogateno s Se in vzorčeno dan po zakolu ter zavito v za kisik prepustno 
folijo – O-Se in  
 meso, obogateno s Se in n-3 VNMK in vzorčeno dan po zakolu ter zavito v za kisik 
prepustno folijo – O-Se-n-3. 
 
Preostanek mesa piščančjih beder obeh skupin smo zapakirali na dva načina, vakuumsko 
(6 zavitkov, trije kosi mesa beder v zavitku) in v modificirano atmosfero sestavljeno iz 20 
% O2, 30 % CO2 in 50 % N2 (6 zavitkov, trije kosi mesa beder v zavitku) ter jih (skupaj z 
vzorci skupin O-Se in O-Se-n-3) prepeljali s tovornjakom s hladilnikom (2 ± 2 °C) do 
fakultete. Tam smo jih do devetega dne po zakolu skladiščili v hladilniku v temi in pri 
temperaturi 2-4 °C. Tako smo pridobili še dodatne štiri eksperimentalne skupine, ki smo 
jih poimenovali (slika 5): 
 meso, obogateno s Se, pakirano v modificirano atmosfero (MAP), po devetih 
dnevih skladiščenja – MAP-Se, 
 meso, obogateno s Se in n-3 VNMK, MAP pakirano, po devetih dnevih 
skladiščenja – MAP-Se-n-3 (slika 4), 
 meso, obogateno s Se, vakuumsko pakirano, po devetih dnevih skladiščenja – VP-
Se, 
 meso, obogateno s Se in n-3 VNMK, vakuumsko pakirano, po devetih dnevih 
skladiščenja – VP-Se-n-3. 
 
 
Slika 4: Vzorca svežega mesa piščančjih beder brez kosti in kože, obogatena s Se (levo) ter s Se in n-3 
VNMK (desno), pakirana v modificirano atmosfero. 
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Na vzorcih skupin O-Se in O-Se-n-3 smo takoj po prihodu v laboratorij (2. dan po zakolu) 
izvedli instrumentalno merjene barve in direktno v mišicah izmerili vrednost pH, nato pa 
smo jih homogenizirali in določili vsebnost proteinskih karbonilov. Ostanek 
homogeniziranih vzorcev O-Se in O-Se-n-3 smo vakuumsko zapakirali in hranili v 
zamrzovalni skrinji pri -20 °C do začetka analiz, kot so določanje osnovne kemijske 
sestave, določanje maščobnokislinske sestave in določanje oksidacijskih produktov lipidov 
(peroksidno število in število tiobarbiturne kisline – TBK). 
 
 
Slika 5: Shema poskusa 
 
Na vzorcih skupin MAP-Se, MAP-Se-n-3, VP-Se in VP-Se-n-3 smo po skladiščenju (do 9. 
dne po zakolu) najprej izvedli instrumentalno merjenje barve in direktno merjenje 
vrednosti pH, nato smo jih homogenizirali in določili vsebnost proteinskih karbonilov. 
Ostanek homogeniziranih vzorcev smo vakuumsko zapakirali in hranili v zamrzovalni 
skrinji pri -20 °C do začetka analiz, kot so določanje maščobnokislinske sestave in 




3.2.1 Osnovna kemijska sestava 
 
Vsebnost beljakovin, maščobe in vode smo določili z aparatom 
FoodScan
TM
 Meat Analyser (FOSS, Danska), ki je posebej namenjen za meso in mesne 
izdelke. Aparatura na podlagi spektra svetlobe bližnjega infrardečega območja (NIR) 
določa kemijsko sestavo mesa in mesnih izdelkov. Meso smo homogenizirali in prenesli v 
posebne, čiste okrogle pladnje (FOSS, 60000304), jih razmazali in zgladili površino 
vzorca. Imeli smo dva vzorca, Se in Se z n-3 VNMK. Za vsak vzorec smo homogenizirali 
tri kose beder in vzeli le toliko homogeniziranega vzorca, da smo zapolnili pladenj. 
Pripravljena homogenizirana vzorca sta prikazana na sliki 6. 
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Slika 6: Vzorca na pladnjih za merjenje osnovne kemijske sestave z aparatom 
FoodScan
TM
 Meat Analyser 
 
3.2.2 Maščobnokislinska sestava 
 
Maščobnokislinsko sestavo homogeniziranih (v mlinu Grindomix GM 200, Retsch, 
Nemčija) vzorcev mesa piščančjih beder brez kosti in kože smo določili s plinsko 
kromatografijo (GC). Za to analizo smo najprej pripravili standardne raztopine metilnih 
estrov maščobnih kislin (MEMK), ki so bolj hlapni in bolj nepolarni kot MK. Pri postopku 
priprave MEMK smo v eni fazi izvedli ekstrakcijo in transesterifikacijo (in situ 
transesterifikacija). MEMK smo določili z metodo, modificirano po Parku in Goinsu 
(1994) ter objavljeno v Polak in sod. (2008). Analizo za posamezno eksperimentalno 
skupino smo izvedli v dveh ponovitvah (piščančjih bedrih) v dveh paralelkah. 
 
3.2.3 Merjenje vrednosti pH 
 
Merjenje vrednosti pH smo izvedli z vbodno kombinirano stekleno gelsko elektrodo. tipa 
03 (Testo pH elektroda), priključeno na pH meter (Testo 230, Testo, Italija), opremljen s 
temperaturnim tipalom (Testo, 0613 2211). Natančnost merjenja je bila ± 0,01 enote. pH 
meter je bil umerjen s pufroma na pH 4,00 in pH 7,00. pH smo merili neposredno v 
geometrijskem središču vsakega vzorca mesa, pri čemer elektrode nismo zabodli v 
mastnino ali vezivno tkivo. Pred naslednjim merjenjem smo elektrodo dobro sprali z 
destilirano vodo in jo osušili. 
 
3.2.4 Peroksidno število in število TBK 
 
Oksidacijo lipidov smo spremljali s peroksidnim številom in testom s tiobarbiturno kislino 
(število TBK).  
 
Peroksidno število smo določili z uradno metodo AOAC 965.33 in ga podali kot količino 
peroksidnega kisika (mmol)/kg mesa. S peroksidnim številom merimo koncentracijo 
primarnih produktov hidroperoksidov, ki se tvorijo v procesu oksidacije maščob (Chopra 
in sod., 2010; Gabrijelčič, 2016). 
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Število TBK smo določili z modificirano metodo, ki jo opisujejo Witte in sod. (1970). 
Postopek je natančno opisan v članku Penko in sod. (2015). TBA smo izmerili pri 532 nm 
s spektrofotometrom (Shimadzu, UV-160 A) in izračunali kot mg malondialdehida/kg 
vzorca. Analizirali smo vse vzorce (presne in toplotno obdelane), vsakega v dveh 
paralelkah po opisanem postopku. 
 
3.2.5 Instrumentalno merjenje barve 
 
Pred merjenjem barve vedno naredimo svež rez in na njem izmerimo barvo na treh točkah. 
Barvo mesa smo za vsako eksperimentalno skupino v šestih ponovitvah (kosih mesa beder) 
na treh različnih mestih izmerili s kromometrom Minolta CR 400 (Minolta). Pred 
merjenjem smo aparat umerili na beli standardni keramični ploščici (Y = 93,8; x = 0,3134; 
y = 0,3208). Izmerjeno barvo nam je aparat podajal v treh CIE (Comission Internationale 
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 je definiran kot sistem z enakimi prostorskimi razmiki (Rudan-
Tasič in Klofutar, 2007). Vrednost L
* 
predstavlja svetlost barve v območju 0 (črna) do 100 
(bela), vrednost a
*
 določa lego na rdeče-zeleni osi in variira od -60 (zelena) do +60 (rdeča), 
vrednost b
*
 pa določa položaj barve na modro-rumeni ose in variira od -60 (modra) do +60 
(rumena) (Barbut, 2015). Dobljene vrednosti smo uporabili za izračun razlike v svetlosti 
(ΔL
*
) in nasičenosti (ΔC
*































          …(12) 
 
Kot referenco za izračun smo uporabili barvne vrednosti izmerjene na površini mesa 
piščančjih beder brez kože (O-Se). Vrednosti L* in C* nismo statistično obdelali. 
  
3.2.6 Vsebnost proteinskih karbonilov 
 
Za določanje vsebnosti proteinskih karbonilov smo uporabili spektrofotometrično metodo 
po Soglia in sod. (2016) in jo malce priredili.  
 
V plastično falkonko z rdečim pokrovčkom smo zatehtali 1,000 (±0,001) g 
homogeniziranega vzorca, dodali 10 ml ledeno mrzle raztopine 0,15 M KCl (Fluka, 
Nemčija, 60130), vzorec v falkonki postavili na led in 30 s homogenizirali s 
homogenizatorjem (Ultra-turax 25, nastavek S25N-18G; IKA, Nemčija) pri 9500 
obratih/min. Odvzeli smo 100 µl filtrata, ga prenesli v steklene viale s pokrovčkom, dodali 
1 ml 10 % triklorocetne kisline (TCA; emsure Merck, 1.00807.1000) in vzorec temeljito 
premešali na vorteksu (MS2 Minishaker, IKA).  
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Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo 100 µl destilirane vode dodali 1 ml 10 % TCA, 
premešali na vorteksu in naprej ravnali enako kot z ostalimi vzorci.  
 
Nato smo vzorec 6 min centrifugirali (Eppendorf, centrifuge 5810) pri 4000 obratih/min. 
Supernatant smo zavrgli. Usedlini smo dodali 400 µl 5 % natrijevega dodecil sulfata (SDS; 
Sigma-Aldrich, 436143-25G), epruveto zaprli, premešali in za 10 min postavili v 
termoblok (VLM EC 1) s temperaturo 90 °C. Do temperature 40 °C ohlajen vzorec smo za 
30 min postavili na ultrazvočno kopel (Bransonic 3510E – DTH, Branson, Nemčija), 
dodali 0,8 ml 0,3 % (w/v) raztopine 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH; Sigma-Aldrich, 
04732-10G) v 3 M HCl (Merck, 1.09060.1000) in premešali na vorteksu.  
 
Slepemu vzorcu smo dodali le 0,8 ml 3 M HCl in naprej ravnali enako kot z ostalimi 
vzorci.  
 
Po 30 min na sobni temperaturi smo vzorcu dodali 400 µl 40 % TCA, da so se oborili 
proteini, ponovno premešali na vorteksu in 6 min centrifugirali (Eppendorf, centrifuge 
5810) pri 4000 obratih/min. Supernatant smo zavrgli in usedlino trikrat sprali z 1 ml 
mešanice etanol (emparta Merck, 1.07017.2511) – etilacetat (Sigma-Aldrich, 34858-252) 
(1:1, v:v) ter ponovno 10 min centrifugirali (Eppendorf, centrifuge 5810) pri 4000 
obratih/min. Pri mešanici etanola in etilacetata moramo obvezno uporabiti 70 % absolutni 
etanol, drugače se spojini ne mešata in nastaneta dva sloja (etanol absolutni, emparta 
Merck, 1.07017.2511). Nastalo usedlino smo en dan sušili v digestoriju. Posušeno usedlino 
smo nato raztopili v 1,5 ml 6 M raztopine gvanidin hidroklorida (Sigma-Aldrich, G3272-
100G) v 20 mM Na2PO4 (emsure Merck, 1.06649.0500) (pH 6,5).  
 
Vzorec smo inkubirali čez noč pri temperaturi 4 °C. Naslednji dan smo dobljeno 
suspenzijo prefiltrirali preko filter papirja (pore 0,2 µm, PHENEX-RC) v 
mikrocentrifugirke (Plastibrand, Nemčija) in izmerili absorbanco s spektrofotometrom 
(Agilent Technologies, Cary 8454 UV-Vis) pri dveh valovnih dolžinah, 280 nm in 370 nm.  
 
Vsebnost proteinskih karbnilov smo izračunali po spodnji formuli in izrazili v nmol/mg 
proteinov. 
 
Vsebnost karbonilov [nmol mg ⁄ proteinov]=
         (      )
      [     (         (      )))     ]
          …(13) 
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3.2.7 Statistična analiza 
 
V poskusu smo zbrane podatke pripravili in uredili s programom EXCEL XP. Osnovne 
statistične parametre smo izračunali s postopkom MEANS, s postopkom UNIVARIATE 
pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1990). Rezultati 
poskusa so bili analizirani po metodi najmanjših kvadratov s postopkom GLM (General 
Linear Model).  
 
Za analizo vpliva obogatitve z n-3 VNMK, časa in načina skladiščenja na fizikalno-
kemijske parametre (vrednost pH, vsebnost proteinskih karbonilov, peroksidno število in 






) mesa piščančjih beder 
smo uporabili statistični model 1, v katerega smo vključili fiksni vpliv obogatitve z n-3 
VNMK (O, i = 2; obogateno z Se, obogateno z Se in n-3 VNMK) ter interakcijo časa in 
načina skladiščenja (ČN, j = 3; meso, vzorčeno 2. dan po zakolu in zavito v za kisik 
prepustno folijo (OP), pakirano MAP, skladiščeno in analizirano 9. dan po zakolu (MAP), 
in pakirano vakuumsko, skladiščeno in analizirano 9. dan po zakolu (VP)):  
model 1: yijkl =  + Oi + ČNj + eijkl            …(14) 
 
Interakcija obogatitev n-3 VNMK × čas × način skladiščenja je bila neznačilna in v model 
ni bila vključena.  
 
Za analizo maščobnokislinske sestave in prehranskih kazalcev mesa beder piščancev smo 
uporabili statistični model 2, v katerega smo vključili interakcijo obogatitve z n-3 VNMK 
(O) in časa in načina (ČN) skladiščenja (ij = 6):  
model 2: yijk =  + Oi + ČNj + O×ČNij + eijk           …(15) 
 
Povprečne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izračunane z Duncanovim testom 
in primerjane pri 5 % tveganju. Pearsonovi korelacijski koeficienti med vsebnostjo 
proteinskih karbonilov in številom TBK so izračunani s postopkom CORR. 
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4.1 RAZVOJ ANALITSKE METODE 
 
4.1.1 Začetna metoda 
 
Vsebnost produktov oksidacije beljakovin v mesu smo poskušali spektrofotometrično 
določiti po metodah Vossen in Smet (2015) in Soglia in sod. (2016). Prvotna metoda je 
bila razvita leta 1990, razvili so jo Levine in sod., sčasoma pa so jo raziskovalci 
nadgrajevali z različnimi modifikacijami. 
 
4.1.1.1 Postopek po Vossen in Smet (2015) 
Postopek določanja proteinskih karbonilov po Vossen in Smet (2015) temelji na 
tradicionalni spektrofotometrični metodi DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin) (Levine in sod., 
1994). Metoda z določenimi spremembami je sledeča. Zatehtamo 3,000 (±0,001) g 
homogeniziranega vzorca, dodamo 30 ml 20 mM fosfatnega pufra (pH 6,5, v 0,6 M 
raztopini NaCl), homogeniziramo s homogenizatorjem ter štirim alikvotom (paralelkam) 
po 0,2 ml dodamo po 1 ml ledeno mrzle 10 % raztopine TCA, da se oborijo proteini. Po 15 
min v ledeno hladni kopeli paralelke 30 min centrifugiramo pri 2000 obratih/min. 
Supernatante zavržemo, v oborine pa dodamo 1 ml ledeno mrzle 10 % raztopine TCA. 
Ponovimo ohlajanje v ledeno hladni kopeli (15 min) in centrifugiranje (2000 obratih/min, 
30 min).  
 
Nato v prvi dve paralelki od štirih dodamo po 0,5 ml raztopine 10 mM DNPH v 2,0 M 
HCl, v drugi dve paralelki pa po 0,5 ml 2,0 M HCl (slepi vzorec) in vse temeljito eno uro v 
temi mešamo na vorteksu pri 350 obratih/min. Derivatiziranim vzorcem dodamo po 0,5 ml 
ledeno hladne 20 % raztopine TCA, premešamo in postavimo za 15 min na led, 20 min 
centrifugiramo pri 2000 obratih/min in supernatant zavržemo. Presežek DNPH odstranimo 
s trikratnim spiranjem s po 1,0 ml etanol-etil acetatom (1:1, v/v), z mešanjem na vorteksu 
in 20 min centrifugiranjem pri 2000 obratov/min. Po vsakem spiranju supernatant 
zavržemo. Pri zadnjem spiranju presežek topila odstranimo tako, da vzorce 15 min pustimo 
v digestoriju. Usedlino nato raztopimo v 1,0 ml 6,0 M raztopine gvanidin hidroklorida v 20 
mM fosfatnem pufru (pH 6,5), sledi 30 min mešanje v temi na vorteksu pri 350 
obratih/min. Končno raztopino 10 min centrifugiramo pri 9500 obratov/min, da odstranimo 
netopne snovi. Koncentracijo karbonilov (nmol/mg proteinov) izračunamo iz absorbance 
vzorcev pri 280 in 370 nm po enačbi (1). 
 
4.1.1.2 Postopek po Soglia in sod. (2016) 
Tudi postopek določanja proteinskih karbonilov po Soglia in sod. (2016) temelji na 
tradicionalni spektrofotometrični metodi DNPH (Levine in sod., 1994). Metodo so močno 
spremenili, predvsem v delu obdelave oborine, dobljene po obarjanju vzorca s TCA, in je 
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sledeča. V 1,000 (±0,001) g vzorca dodamo 10 ml ledeno hladne 0,15 M raztopine KCl in 
30 s homogeniziramo na ledu pri 9500 obratih/min. Petim alikvotom po 100 µl dodamo 
1 ml 10 % raztopine TCA in jih 5 min centrifugiramo pri 5000 obratih/min. Supernatante 
zavržemo, usedlinam pa dodamo po 400 µl 5 % SDS, epruvete zapremo, premešamo in za 
10 min postavimo v termoblok s temperaturo 100 °C, nato pa za 30 min v ultrazvočno 
kopel pri 40 °C. Trem paralelkam od petih dodamo po 0,8 ml 0,3 % (w/v) DNPH v 3 M 
HCl. Dvema paralelkama od petih dodamo le po 0,8 ml 3 M HCl (slepa vzorca). Vse 
paralelke 30 min inkubiramo, dodamo 400 µl 40 % TCA, da se oborijo proteini, in 5 min 
centrifugiramo pri 5000 obratih/min. Zavržemo supernatant in usedlino trikrat spiramo z 1 
ml mešanice etanol–etilacetat (1:1, v:v) in ponovno 5 min centrifugiramo pri 10000 
obratih/min. S spiranjem odstranimo nevezan DNPH, ki bi lahko motil spektrofotometrične 
meritve in bi dobili precenjeno vsebnost karbonilov. Po zadnjem spiranju usedlino osušimo 
s prepihovanjem z dušikom in usedlino raztopimo v 1,5 ml 6 M gvanidin hidroklorida v 
20 mM NaH2PO4 (pH 6,5). Vzorce nato čez noč inkubiramo pri 4 °C, naslednji dan pa 
izmerimo absorbanco pri 280 in 370 nm. Koncentracijo karbonilov (nmol/mg proteinov) 
izračunamo po enačbi (1). 
 
4.1.1.3 Različne poti razvoja nove metode 
Metodo smo morali prilagoditi razpoložljivim aparaturam in reagentom ter vzorcem, ki 
smo jih analizirali. V nadaljevanju poskusa smo uporabili metodo po Soglia in sod. (2016) 
in jo malce priredili. Ker smo imeli kose piščančjega mesa, smo meso predhodno 
homogenizirali, nadaljevali po postopku in nato ponovno homogenizirali z 0,15 M 
raztopino KCl. Pogoje centrifugiranja smo prilagodili zaradi drugačnih zmožnosti 
aparature, ki smo jo imeli na razpolago. Vzorce bi morali centrifugirati pri 5000 
obratih/min, vendar smo imeli na razpolago le centrifugo z največ 4000 obratov/min, zato 
smo centrifugiranje podaljšali iz 5 min na 6 min. Pri segrevanju v termobloku smo namesto 
100 °C segrevali do 90 °C, časa segrevanja nismo spreminjali. Tudi pri nadaljnjem 
centrifugiranju smo spremenili pogoje, namesto 5 min centrifugiranja pri 10000 
obratih/min smo centrifugirali 10 min pri 4000 obratih/min. Vzorce tudi nismo sušili s 
prepihovanjem s dušikom, ampak smo jih čez noč pustili v digestoriju. Da netopne snovi 
ne bi motile meritve absorbance, se nismo odločili za centrifugiranje, temveč smo vzorce 
filtrirali. 
 
4.2 PONOVLJIVOST ANALITSKE METODE 
 
Na dveh naključnih vzorcih smo analizo vsebnosti proteinskih karbonilov ponovili v šestih 
paralelkah. Uporabili smo popolnoma enak postopek, izmerili absorbanco in izračunali 
vsebnost karbonilov (preglednica 1). 
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Preglednica 1: Ponovljivost določanja vsebnosti proteinskih karbonilov (nmol/mg proteinov) med 






1 3,0 2,9 
2 3,5 3,3 
3 3,0 3,4 
4 2,9 3,2 
5 3,6 3,0 
6 3,6 3,1 
povprečje 3,3 3,2 
koeficient variabilnosti (%) 10,1 5,7 
 
Natančnost metode smo ovrednotili z določitvijo koeficienta variabilnosti (KV). Na osnovi 
izračunanih KV lahko povzamemo, da je naša metoda ponovljiva. 
 
Razpršenost rezultatov (KV; 10,1 % in 5,7 %) je lahko posledica občutljivosti aparature za 
merjenje absorbance, saj pri meritvi istega vzorca hitro pride do odstopanj. Rezultate bi 
lahko izboljšali z več paralelkami in več izkušenj pri upravljanju z aparaturo. Pri merjenju 
smo najprej uporabljali dve kiveti, nato pa smo se zaradi velikih odstopanj med 
paralelkami odločili za merjenje vseh paralelk z isto kiveto. 
 
4.3 APLIKACIJA ANALITSKE METODE 
 
4.3.1 Fizikalno-kemijski parametri piščančjega mesa 
 
4.3.1.1 Sestava hranljivih snovi 
Sestavo hranljivih snovi smo izmerili na vzorcih piščančjih beder, obogatenih s selenom 
(Se) ter s Se in n-3 VNMK (Se-n-3), vzorčenih prvi dan po zakolu, vakuumsko zapakiranih 
po homogenizaciji in hranjenih 5 dni v hladilniku pri temperaturi 2-4 °C. Vsebnost 
beljakovin v vzorcu beder Se je bila 21,43 g/100 g, v vzorcu Se-n-3 pa je bila vsebnost 
nekoliko manjša, in sicer 20,79 g/100 g. Vsebnost maščobe v vzorcu beder Se je bila 6,16 
g/100 g, medtem ko je bilo v vzorcu Se-n-3 maščobe več, 6,50 g/100 g. Vsebnost vode v 
vzorcu beder Se je bila 72,92 g/100 g, v vzorcu Se-n-3 pa le za 0,07 g/100 g manjša 
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Preglednica 2: Sestava hranljivih snovi mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ter Se in n-3 VNMK, 
vzorčenih prvi dan po zakolu in vakuumsko pakiranih 
 Masni delež 
(g/100 g) 
Parameter  Se Se-n-3 
beljakovine 21,43 20,79 
maščoba 6,16 6,50 
voda 72,92 72,85 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK 
 
4.3.1.2 Merjenje vrednosti pH 
 
Na vrednost pH mesa piščančjih beder obogatitev s Se oz. Se in n-3 VNMK ne vpliva 
statistično značilno (p = 0,942), pač pa vplivata čas in način skladiščenja (p ≤ 0,001). 
Vrednost pH pri bedrih, pakiranih v MAP, je značilno višja kot pri običajno pakiranem 
mesu piščančjih beder, vzorčenih prvi dan po zakolu, in v vakuumsko pakiranem mesu 
piščančjih beder po devetih dnevih skladiščenja. Iz preglednice 3 lahko zaključimo, da čas 
skladiščenja značilno vpliva na vrednost pH le pri MAP pakiranju, pri vakuumskem 
pakiranju pa ne vpliva.  
 
Preglednica 3: Vrednost pH v mesu piščančjih beder, obogatenih s Se ter Se in n-3 VNMK, različno 
pakiranih in skladiščenih do devetega dneva po zakolu 
 Obogatitev n-3 VNMK   Čas in način skladiščenja  vrednost p 
Parameter Se Se-n-3 OP MAP VP SE O S 






 0,06 0,942 ≤ 0,001 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, OP – meso 
vzorčeno prvi dan po zakolu in zavito v za kisik prepustno folijo, MAP – pakirano MAP, po devetih dnevih skladiščenja, 
VP – pakirano vakuumsko, po devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; pO – statistična značilnost 
vpliva obogatitve z n-3 VNMK, pS – statistična značilnost vpliva časa in načina skladiščenja: p  0,001 statistično zelo 
visoko značilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b) znotraj vrstice in vpliva se statistično značilno razlikujejo (p 
 0,05; značilnost razlik med časi in načini skladiščenja) 
 
4.3.1.3 Maščobnokislinska sestava 
 
Določili smo maščobnokislinski (MK) profil mesa beder piščancev, krmljenih z običajno 
krmo z dodatkom Se, in piščancev, krmljenih z enako krmo, poleg Se še dodatno 
obogateno z n-3 maščobnimi kislinami, ki smo ga nato pakirali in skladiščili devet dni v 
različnih atmosferskih pogojih. Podrobni rezultati analize maščobnokislinske sestave mesa 
so predstavljeni v preglednici 4. 
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Preglednica 4: Maščobnokislinska sestava mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ter Se in n-3 VNMK, 
po prvem in devetih dneh skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
Se nadaljuje. 
Maščobna kislina (MK) Interakcija obogatitev n-3 VNMK × čas in način skladiščenja  vrednost 
(g/100 g skupnih MK) O-Se O-Se-n-3 MAP-Se MAP-Se-n-3 VP-Se VP-Se-n-3 SE p 
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 0,02 0,001 
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Nadaljevanje preglednice 4: Maščobnokislinska sestava mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ter Se 
in n-3 VNMK, po prvem in devetih dneh skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
Maščobna kislina (MK) Interakcija obogatitev n-3 VNMK × čas in način skladiščenja   vrednost 








































































































 0,01 ≤ 0,001 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, O – meso 
vzorčeno prvi dan po zakolu in zavito v za kisik prepustno folijo, MAP – MAP pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, 
VP – vakuumsko pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; p – statistična značilnost 
vpliva interakcije: p  0,001 statistično zelo visoko značilen vpliv, p  0,01 statistično visoko značilen vpliv, p  0,05 
statistično značilen vpliv, p > 0,05 statistično neznačilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b, c, d, e) znotraj vrstice 
se statistično značilno razlikujejo (p  0,05; značilnost razlik med skupinami). 
 
Rezultati analize so potrdili predvidevanje, da obogatitev mesa, čas in način skladiščenja 
vplivajo na vsebnost določenih MK v mesu piščančjih beder. Rezultati, ki so prikazani v 
preglednicah 4 in 5, kažejo, da je delež skupnih n-3 VNMK v n-3obogatenem mesu beder 
(O-Se-n-3) več kot 2-krat večji kot v z n-3 VNMK neobogatenem mesu beder (O-Se), 
medtem ko je delež n-6 VNMK značilno manjši za 1 % (m/m). To posledično pomeni, da 
je pri mesu beder O-n-3 bistveno ožje tudi razmerje n-6/n-3, ki znaša 3,9, medtem ko je v 
mesu beder O-Se to razmerje bistveno širše in s tem bistveno manj ugodno (9,7), saj si 
želimo čim ožje razmerje. K povečanju deleža skupnih n-3 VNMK in s tem tudi 
ugodnejšemu razmerju n-6/n-3 največ prispeva α-linolenska kislina (ALA, 18:3cis-
9,12,15), ki v mesu beder O-Se predstavlja 2,75 g/100 g skupnih MK, v Se-n-3–
obogatenem pa kar 2,5-krat več, in sicer 7,02 g/100 g skupnih MK. Za 2-krat je povečana 
tudi vsebnost dokozapentoenojske (DPK, 22:5n-3) in dokozaheksaenojske (DHK, 22:6n-3) 
kisline, medtem ko je delež eikozapentaenojske kisline (EPK, 20:5n-3) pod mejo detekcije.  
 
Interakcija obogatitve ter časa in načina skladiščenja značilno (p ≤ 0,001) vpliva na vse 
prehranske kazalce kakovosti maščobe piščančjih beder (preglednica 5). Pri podrobnejšem 
pregledu rezultatov lahko povzamemo, da se v maščobi mesa piščančjih beder MAP-Se po 
9-dnevnem skladiščenju povečajo deleži n-3, n-6 VNMK, trans MK in VNMK ter zoži 
razmerje n-6/n-3 v primerjavi z maščobo v mesu piščančjih beder, vzorčenem prvi dan po 
zakolu in zavitim v za kisik prepustno folijo O-Se. V maščobi mesa piščančjih beder VP-
Se se po 9-dnevnem skladiščenju poveča samo delež ENMK v primerjavi z maščobo mesa 
piščančjih beder, vzorčenega prvi dan po zakolu in zavitega v za kisik prepustno folijo O-
Se.  
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V maščobi mesa piščančjih beder MAP-Se-n-3 in VP-Se-n-3 se po 9-dnevnem 
skladiščenju poveča le delež NMK v primerjavi z maščobo v mesu piščančjih beder, 
vzorčenem prvi dan po zakolu in zavitim v za kisik prepustno folijo O-Se-n-3. Vendar 
opažena sprememba ne vpliva na spremembo razmerja n-6/n-3. 
 
Preglednica 5: Izračunani prehranski kazalci mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ali s Se in n-3 
VNMK, po prvem in devetih dneh skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
Prehranski  Interakcija obogatitev n-3 VNMK × čas in način skladiščenja   



























































































 0,4 ≤ 0,001 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, O – meso 
vzorčeno prvi dan po zakolu in zavito v za kisik prepustno folijo, MAP – MAP pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, 
VP – vakuumsko pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; p – statistična značilnost 
vpliva interakcije: p  0,001 statistično zelo visoko značilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b,c,d,e) znotraj 
vrstice se statistično značilno razlikujejo (p  0,05; značilnost razlik med skupinami); NMK – nasičene maščobne kisline; 
ENMK – enkrat nenasičene maščobne kisline; VNMK – večkrat nenasičene maščobne kisline. 
 
4.3.2 Oksidativni procesi v piščančjem mesu med skladiščenjem 
 
Oksidacijski procesi, ki potekajo na gradnikih živil, kot so barvila, lipidi, beljakovine, 
ogljikovi hidrati in drugi, vplivajo na prehransko vrednost, funkcionalne lastnosti, teksturo 
in ohranjanje kakovosti hrane (Bekhit in sod., 2013). Da bi ugotovili morebitni vpliv 
devetdnevnega skladiščenja na spremembo barve in preverili novo postavljeno metodo za 
določanje proteinskih karbonilov, smo instrumentalno izmerili barvo, določili vsebnost 
proteinskih karbonilov ter peroksidno število in število TBK. Rezultati analiz so 
prestavljeni v naslednjih podpoglavjih. 
 
4.3.2.1 Instrumentalno izmerjena barva 
Proučevali smo, če obogatitev z n-3 VNMK vpliva na instrumentalno izmerjeno barvo 
površine mesa piščančjih beder, spremljali pa smo tudi, kako čas in način skladiščenja 
vplivata na izmerjeno barvo. 
 
Barvo smo merili na bedrih prvi dan po zakolu, takoj po dostavi vzorcev v laboratorij, in 
po devetih dneh skladiščenja. Ugotovili smo (preglednica 6), da obogatitev z n-3 VNMK 
ne vpliva statistično značilno na vrednost L
*
 oz. svetlost barve. Površina mesa piščančjih 
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beder skupine Se je značilno bolj rdeča (višje vrednosti a
*
) in manj rumena (nižje vrednosti 
b
*
) kot skupina Se-n-3. Čas in način skladiščenja ne vplivata statistično značilno na 
merjene barvne vrednosti. 
 
Preglednica 6: Instrumentalno merjeni parametri barve mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ali s Se 
in n-3 VNMK, po prvem in devetih dneh skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
 Obogatitev n-3 VNMK Čas in način skladiščenja  Vrednost p 
Vrednost  Se Se-n-3 OP MAP VP SE O S 
L
*














 10,80 11,08 11,59 1,64 0,003 0,504 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, O – rinfuza 
odvzeto meso prvi dan po zakolu , MAP – MAP pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, VP – vakuumsko pakirano, po 
devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; p – statistična značilnost vpliva atmosferskih pogojev v 
embalažni enoti: p  0,001 statistično zelo visoko značilen vpliv, p  0,05 statistično značilen vpliv, p > 0,05 statistično 
neznačilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b,) znotraj vrstice in vpliva se statistično značilno razlikujejo (p 
 0,05; značilnost razlik med skupinami) 
 
4.3.2.2 Vsebnost proteinskih karbonilov 
Vsebnost proteinskih karbonilov smo določili v mesu beder piščancev, krmljenih z 
običajno krmo z dodatkom Se, in piščancev, krmljenih z enako krmo še dodatno obogateno 
z n-3 VNMK, ki smo ga nato pakirali in skladiščili devet dni v različnih atmosferskih 
pogojih. Podrobni rezultati analize vsebnosti proteinskih karbonilov so predstavljeni v 
preglednici 7. Rezultati kažejo, da čas in način skladiščenja statistično značilno (p ≤ 0,001) 
vplivata na vsebnost proteinskih karbonilov v mesu piščančjih beder, obogatitev z n-3 
VNMK pa na vsebnost proteinskih karbonilov ne vpliva značilno. Med devetdnevnim 
skladiščenjem mesa piščančjih beder, ne glede na obogatitev, se tvori za 4- do 5-krat več 
proteinskih karbonilov, razlika v vsebnosti karbonilov med MAP in vakuumsko pakiranim 
mesom je neznačilna. 
 
Preglednica 7: Vsebnost proteinskih karbonilov v mesu piščančjih beder po dveh in devetih dneh 
skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
Parameter Obogatitev n-3 VNMK Čas in način skladiščenja  Vrednost p 
(nmol/mg proteinov) Se Se-n-3 OP MAP VP SE O S 






 0,80 0,258 ≤ 0,001 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, OP – meso 
vzorčeno prvi dan po zakolu in zavito v za kisik prepustno folijo, MAP – MAP pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, 
VP – vakuumsko pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; pO – statistična značilnost 
vpliva obogatitve z n-3 VNMK, pS – statistična značilnost vpliva časa in načina skladiščenja: p  0,001 statistično zelo 
visoko značilen vpliv, p > 0,05 statistično neznačilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b) znotraj vrstice se 
statistično značilno razlikujejo (p  0,05; značilnost razlik med skupinami). 
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4.3.2.3 Peroksidno število in število TBK 
Metodi za določanje peroksidnega števila in števila TBK sta med enostavnejšimi metodami 
za ugotavljanje stopnje oksidacije maščobe oz. mesa, ki vsebuje maščobe. Iz preglednice 8 
je razvidno, da obogatitev mesa z n-3 VNMK ne vpliva značilno na peroksidno število, 
zelo visoko statistično značilno pa vplivata čas in način skladiščenja. Prvi dan po zakolu je 
peroksidno število 0,39 mmol O2/kg mesa, kar je značilno nižje kot v mesu beder po 
devetih dneh skladiščenja v MAP in VP embalažnih enotah (0,57 mmol O2/kg mesa in 0,54 
mmol O2/kg mesa).  
 
S številom TBK ugotavljamo obseg tretje stopnje avtooksidacije maščob in živil, ki 
vsebujejo maščobe, v kateri se že tvorijo sekundarne spojine z neprijetnim žarkim vonjem 
in okusom. Večje število TBK pomeni večjo stopnjo oksidacije, kar pa ne pomeni nujno 
tudi spremembe senzoričnih lastnosti (Penko, 2015). Primerno število TBK je do 0,70 mg 
MDA/kg, število TBK nad 1 mg MDA/kg napoveduje senzorično zaznavno žarkost. Vsa 
števila TBK so v našem poskusu manjša od 0,70 mg MDA/kg, kar pomeni, da je obseg 
oksidativnih reakcij v mesu piščančjih beder v takem obsegu, da žarkost senzorično še ni 
zaznavna, česar pa nismo preverjali.  
 
Obogatitev mesa z n-3 VNMK ter čas in način skladiščenja značilno (p ≤ 0,001) vplivajo 
na število TBK (preglednica 8). Meso piščančjih beder skupine Se je značilno manj 
podvrženo oksidaciji (manjše število TBK, 0,32 mg MDA/kg) kot skupina Se-n-3 (0,51 mg 
MDA/kg). Število TBK je v skupinah OP in MAP (0,45 mg MDA/kg), kar je značilno 
višje kot v skupini VP (0,36 mg MDA/kg).  
 
Preglednica 8: Peroksidno število in število TBK mesa piščančjih beder, po dveh in devetih dneh 
skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih 
 Obogatitev n-3 VNMK Čas in način skladiščenja  Vrednost p 
Število Se Se-n-3 OP MAP VP SE O S 
Peroksidno 







 0,12 0,090 0,001 










 0,04 ≤ 0,001 ≤ 0,001 
Se – meso piščančjih beder, obogateno s Se, Se-n-3 – meso piščančjih beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, O – meso 
vzorčeno prvi dan po zakolu in zavito v za kisik prepustno folijo, MAP – MAP pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, 
VP – vakuumsko pakirano, po devetih dnevih skladiščenja, SE – standardna napaka ocene; p – statistična značilnost 
vpliva atmosferskih pogojev v embalažni enoti: p  0,001 statistično zelo visoko značilen vpliv; p  0,01 statistično 
visoko značilen vpliv; srednje vrednosti z različno črko (a,b) znotraj vrstice se statistično značilno razlikujejo (p  0,05; 
značilnost razlik med skupinami); MDA – malondialdehida.  
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5 RAZPRAVA  
 
5.1 RAZVOJ METODE 
 
Osnovni namen magistrskega dela je bil razvoj metode za določanje produktov oksidacije 
beljakovin v piščančjem mesu. Metodo smo razvijali na podlagi razpoložljivih člankov, jo 
prilagajali glede na razpoložljive aparature in kemikalije ter poskušali čim bolj učinkovito 
izolirati iskano spojino in jo kvantificirati. Že na začetku smo se srečali s težavo, in sicer 
smo se morali odločiti, na podlagi katere funkcionalne skupine bomo vrednotili oksidacijo 
beljakovin. Oksidacija beljakovin je definirana kot kovalentna sprememba na stranski ali 
glavni verigi proteina. Za kvantifikacijo in prepoznavanje oksidacije beljakovin poznamo 
številne biomarkerje, kot so nastanek proteinskih karbonilov, izguba tiolne skupine, 
fragmentacija in agregacija proteinov. Nastanejo različni končni produkti oksidacije 
beljakovin: disulfidi, dinitrozini, hidroperoksidi, karbonili, sulfoksidi ali sulfoni (Lund in 
sod., 2011). Za dokazovanje smo izbrali karbonilno skupino. Karbonilnih spojin je zelo 
veliko vrst (npr. aldehidi, ketoni, karboksilne kisline, estri, amidi), zato ne moremo izbrati 
ene same, ki bi predstavljala vse in služila kot standard za umeritev metode. Ker nismo 
imeli standarda, tudi nismo mogli narediti umeritvene krivulje in preveriti linearnosti za 
preiskovano območje. Naša metoda je tako brez uporabe standarda, čeprav v literaturi 
najdemo nekatere študije (Estévez, 2011), ki uporabljajo standard, vendar ta ni zanesljiv 
pokazatelj občutljivosti in specifičnosti metode. Na voljo ni komercialno dostopnega 
beljakovinskega standarda, reduciranega in oksidiranega, zato dobljene rezultate težko med 
seboj primerjamo z drugimi raziskavami. Med razvijanjem metode so se postavila 
vprašanja, če med postopkom izolacije s kislino izgubimo beljakovine, topne v kislini, in 
če zaradi kislih pogojev nastanejo dodatne karbonilne skupine. Odgovorov na ta vprašanja 
nismo našli, opazili pa smo, da so mogoče še številne izboljšave metode. Kljub temu lahko 
rečemo, da smo uspešno razvili metodo, uspeli smo izolirati karbonile in jih 
spektrofotometrično dokazati.  
 
5.2 MAŠČOBNOKISLINSKA SESTAVA 
 
V drugem delu naloge smo metodo preverili na oksidacijsko manj stabilnem, z n-3 VNMK 
obogatenem piščančjem mesu. Proučili smo oksidativno stabilnost barve, lipidov in 
beljakovin presnega s Se ter Se in n-3 obogatenega piščančjega mesa beder piščancev v 
embalažnih enotah z različnimi koncentracijami kisika med devetdnevnim skladiščenjem 
pri temperaturi 2 °C ± 1 °C. Z določenimi načini pakiranja in vsebnostjo kisika v 
embalažnih enotah lahko upočasnimo oksidacijo lipidov in beljakovin ter kontroliramo 
poslabšanje barve. Oksidacija omenjenih spojin ima lahko za posledico tvorbo nekaterih 
zdravju škodljivih snovi, ugotavljali pa smo tudi, če ta vpliva tudi na barvo. 
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Med potrošniki se je v skrbi za bolj zdravo življenje zelo povečalo zanimanje za uživanje 
živil, bogatih z n-3 VNMK, saj je bilo že večkrat dokazano, da imajo le-te pozitivne učinke 
na človeški organizem (Penko, 2015). Taka živila pa so zelo podvržena oksidacijskim 
procesom (Morrissey in sod., 1998; Betti in sod., 2009b) in v skladu s tem dejstvom smo 
pričakovali povečano stopnjo oksidacije pri n-3–obogatenem mesu. Zato smo v poskus 
izvedli vzporedno na običajnem, obogatenem samo s Se, in s Se in n-3–obogatenem 
piščančjem mesu (bedra). Izvedli smo karakterizacijo oz. določili maščobnokislinski (MK) 
profil vseh šestih eksperimentalnih skupin, oblikovanih glede na obogatitev mesa in čas ter 
način skladiščenja (O-Se, O-Se-n-3, MAP-Se, MAP-Se-n-3,VP-Se in VP-Se-n-3). Tako 
kot smo predpostavljali, smo pri z n-3 VNMK obogatenih skupinah določili večje 
koncentracije n-3 MK (7,52-7,71 g/100 g MK) in ugodnejše razmerje n-6/n-3 (3,8-3,9) kot 
pri neobogatenih (3,06-3,60 g/100 g MK; razmerje 8,9-10,0), ne glede na čas skladiščenja 
in način pakiranja. Priporočeno razmerje med n-6/n-3 je po Enser in sod. (2001) ožje od 
4:1, saj se tako zmanjša tveganje za razvoj različnih degenerativnih bolezni.  
 
Torej, delež n-3 VNMK je bil v obogatenem mesu več kot 2-krat večji kot pri 
neobogatenem mesu. K deležu n-3 VNMK je največ doprinesla ALA (α-linolenska 
kislina), in s tem tudi k izboljšanju razmerja n-6/n-3. Naši rezultati so v skladu z 
ugotovitvami Penkove (2015). MK v lipidih mesa se razlikujejo po dolžini osnovne 
alifatske verige, zato jih pogosto označimo kot srednjeverižne (v alifatsko verigo je 
vključenih od 6 do 12 ogljikovih atomov), dolgoverižne (od 13 do 21 ogljikovih atomov) 
in zelo dolgoverižne (alifatska veriga z več kot 22 ogljikovih atomov) MK. Prav slednje 
sodijo med esencialne maščobne kisline, za EPK (eikozapentanojska kislina) in DHK 
(dokozaheksaenojska kislina) je za odrasle osebe priporočen tudi dnevni vnos (ADI = 
Adequate Daily Intake) vsaj 220 mg dnevno (Krauss in sod., 2000; Werneke in sod., 
2006). V našem poskusu je vsota deležev dolgoverižnih MK, EPK, DPK in DHK, od 0,65 
g/100 g MK do 0,70 g/100 g MK pri z n-3 VNMK obogatenih skupinah in od 0,37 g/100 g 
MK do 0,40 g/100 g MK pri neobogatenih.  
 
Sicer pa je bil v našem poskusu delež ALA (0,08-0,13 g/100 g) nekoliko manjši, deleža 
DPK (0,20-0,45 g/100 g) in DHK (0,10-0,20 g/100 g) pa večja kot v triacilglicerolnih 
frakcijah mesa beder piščancev (0,12-0,21 g ALA/100 g, 0,05-0,21 g DPK/100 g, 0,02-
0,07 g DHK/100 g), krmljenih z lanenim semenom, v poskusu, ki so ga opravili Betti in 
sod. (2009a).  
 
5.3 INSTRUMENTALNO MERJENJE BARVE POVRŠINE 
 
Proučevali smo, če obogatitev z n-3 VNMK vpliva na instrumentalno izmerjeno barvo 
površine mesa piščančjih beder, spremljali pa smo tudi, kako čas in način skladiščenja 
vplivata na izmerjeno barvo. V našem poskusu smo ugotovili, da obogatitev z n-3 VNMK 
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 (manj rdeč odtenek) in poveča vrednost b
*
 (bolj rumen odtenek). Čas 
in način skladiščenja ne vplivata statistično značilno na merjene barvne vrednosti. 
 
Iz meritev, opravljenih na mesu piščančjih beder, smo izračunali vrednosti za spremembo 
svetlosti in nasičenosti, ΔL
*
 in ΔC. Na sliki 7 je prikazano, kako se spreminjata svetlost in 
nasičenost barve površine presnega mesa piščančjih beder, obogatenih s Se ali s Se in n-3 
VNMK, po prvem in devetih dneh skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih v 
primerjavi z referenčno skupino O-Se. Barva površine z n-3–obogatenega mesa beder (VP-
Se-n-3, MAP-Se-n-3) je po skladiščenju svetlejša in bolj intenzivna kot pri neobogatenem 
mesu (VP-Se, MAP-Se). 
 
Slika 7: Razlike v spremembi svetlosti (∆L*) in nasičenosti barve (∆C*) površine presnega mesa 
piščančjih beder, obogatenih s Se ali s Se in n-3 VNMK, po prvem in devetih dneh 
skladiščenja v različnih atmosferskih pogojih v primerjavi z referenčno skupino O-Se 
 





 v primerjavi z neobogatenim mesom beder – brez dodanega lanenega semena (56,25 
vs. 53,43, in 8,91 vs. 6,70). 
 
5.4 VSEBNOST PROTEINSKIH KARBONILOV 
 
Čeprav smo predvidevali, da bo meso z večjo vsebnostjo n-3 VNMK bolj podvrženo 
oksidaciji beljakovin, tega nismo uspeli dokazati. Opazili smo, da je značilen porast 
proteinskih karbonilov med devetdnevnim skladiščenjem, ne glede na prisotnost kisika v 
embalažni enoti. Predvidevali smo namreč, da bo meso v vakuumskem pakiranju manj 
oksidirano kot meso, zavito v foliji, prepustni za kisik, vendar rezultati ne kažejo razlik v 
oksidaciji beljakovin med pakiranji. Podatki iz literature pa kažejo, da lahko z zmanjšano 
izpostavljenostjo mesa molekularnemu kisiku in z ustrezno metodo pakiranja mesa v 
nepropustno embalažo, zmanjšamo nastanek posledic oksidacije, vendar pa so razlike v 
vsebnosti proteinskih karbonilov odvisne od več dejavnikov (Estévez, 2011). 
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Eden od pomembnih dejavnikov karboksilacije je vrednost pH mesa (Estévez, 2011). Tako 
so ugotovili, da stres pred zakolom pri bojlerjih vodi v nižjo vrednost pH v mišicah, bolj so 
dovzetne za karboksilacijo, denaturacijo beljakovin in zmanjšano topnost (Wang in sod., 
2009). Zhang in sod. (2011) so prav tako ugotovili, da imajo prsne mišice piščancev, 
podvrženih oksidativnemu stresu in vivo s prehranskimi sredstvi, nižji končni pH, večjo 
dovzetnost za karbonilacijo proteinov in večjo izcejo kot piščancev, ki niso bili podvrženi 
stresu. Nasprotno pa Chan in sod. (2011) niso ugotovili, da bi vrednost pH po 25 urah po 
zakolu značilno vplivala na obseg karbonilacije proteinov v prsni mišici. V našem primeru 
razlik v vrednostih pH med skupinama Se in Se-n-3 ni značilna, vrednost pa je tudi 
primerno visoka. Rahlo povišanje vrednosti pH smo opazili po devetdnevnem MAP 
pakiranju, kar je najverjetneje posledica proteolize (Polak in sod., 2007).  
 
Tvorbo proteinskih karbonilov v mesu post-mortem verjetno poleg zmanjšanja vrednosti 
pH spodbujajo tudi druge post-mortem biokemijske spremembe, kot so sprememba celične 
kompartmentalizacije, sproščanje prostega katalitskega železa in oksidaz ter propagacija 
oksidativnih reakcij na lipidih (Estévez, 2011). Raziskave so potrdile pojav proteinske 
karboksilacije med zorenjem/skladiščenjem različnih vrst mesa, t.j. govejega (Lindahl in 
sod., 2010), prašičjega (Herring in sod., 2010), piščančjega (Zhang in sod., 2011), 
puranjega (Chan in sod., 2011), janjčjega (Santé-Lhoutellier in sod., 2008) in nojevega 
(Leygonie in sod., 2011).  
 
V mišici Pectoralis major broilerjev so Wang in sod. (2009) določili 17-krat večjo skupno 
količino proteinskih karbonilov (9,7 nmol/mg proteinov) kot v študiji Zhanga in sod. 
(2011) v prsnih mišicah (0,55 nmol/mg proteinov). V naši študiji nismo uporabili prsnih 
mišic ampak bedrne mišice, vsebnost proteinskih karbonilov pa je bila v območju, ki ga 
navajata omenjeni študiji, med 0,73 nmol/mg proteinov in 3,35 nmol/mg proteinov.  
 
Obseg karbonilacije proteinov je zelo odvisen tudi od izvora mesa, vrste mišice, vrste in 
pogojev shranjevanja (Lund in sod., 2007; Santé-Lhoutellier in sod., 2008). Ugotovljeno je 
bilo, da je govedina bolj dovzetna za karbonilacijo proteinov kot prašičje meso, predvsem 
zaradi opazno večje količine železa in mioglobina v mišicah goveda (Lund in sod., 2007). 
Podobno so ugotovili Mercier in sod. (1998) pri primerjavi mišic govejega in puranjega 
mesa.  
 
Oksidacija beljakovin je povezana z oksidacijo lipidov, raziskovalci so ugotovili značilno 
korelacijo med vsebnostjo karbonilov in številom TBK v mesu (Mercier in sod., 1998). 
MDA je glavni produkt razgradnje karbonilov v avtooksidiranih, večkrat nenasičenih 
lipidnih substratih (O’Sullivan, 2016). V našem poskusu sta vsebnost karbonilov in število 
TBK v ohlapni, negativni povezavi (r = -0,103; p = 0,551).  
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5.5 PEROKSIDNO IN TBK ŠTEVILO 
 
Zaradi obogatitve z n-3 VNMK lahko rečemo, da je meso bolj zdravo, a tudi bolj 
podvrženo oksidaciji. Pričakovali smo, da bo imelo meso, obogateno z n-3 VNMK, višje 
število TBK kot neobogateno, kar smo tudi potrdili (0,32 mg MDA/kg vs. 0,51 mg 
MDA/kg).  
 
Betti in sod. (2009b) so v raziskavi oksidativne stabilnosti piščančjega mesa ugotovili, da 
prehrana piščancev, in sicer količina in trajanje krmljenja z lanenim semenom, vpliva na 
število TBK, saj je s prehrano posledično pogojena tudi akumulacija n-3 VNMK v mesu. 
Poročajo, da že štiridnevno krmljenje piščancev z lanenim semenom, dodanim v krmo, 
rahlo poviša vsebnost n-3 VNMK v mesu beder in vpliva in povišanje števila TBK. 
Oksidativna stabilnost nenasičenih lipidov se zmanjšuje z naraščanjem stopnje 
nenasičenosti, zato je piščančje meso z večjo vsebnostjo -linolenske kisline bolj dovzetno 
za oksidacijo kot piščančje meso s podobno koncentracijo linolne (n-6) kisline (Betti in 
sod., 2009b). 
 
Tudi Penko (2015) je potrdila, da je piščančje meso, obogateno z n-3 MK, zaradi večjega 
deleža VNMK bolj podvrženo oksidacijskim procesom, saj se je med devetdnevnim 
skladiščenem pri z n-3obogatenih mini fileji v primerjavi z običajnimi mariniranimi 
število TBK bistveno povečalo (0,24 mg MDA/kg na 0,30 mg MDA/kg).  
 
V poskusu smo pokazali, da tudi čas in način skladiščenja značilno (p ≤ 0,001) vplivata na 
število TBK (preglednica 8). Število TBK (0,45 mg MDA/kg) je v mesu, pakiranim v 
embalažne enote z atmosfero, bogato s kisikom, za 25 % višje kot v embalažnih enotah z 
majno koncentracijo kisika – vakuumskih zavitkih (0,36 mg MDA/kg). Pri pakiranju z 
manjšo koncentracijo kisika je število TBK nižje, večja kot je koncentracija prisotnega 
kisika v embalažnem pakiranju, višje je število TBK.  
 
Conchillo in sod. (2003) so študirali oksidacijo lipidnih frakcij v presnih piščančjih prsih, 
skladiščenih 0 do 6 dni pri temperaturi 4 °C in ugotovili, da aerobno hranjenje poviša 
število TBK od 0,04 do 0,06 mg MDA/kg. Podobno so ugotovili tudi Cayuela in sod. 
(2004) na prašičjem mesu, in sicer da več kot je prisotnega kisika v embalažni enoti, hitreje 
poteka oksidacija lipidov, saj kisik pospešuje ta proces.  
 
Penko (2015) pa je dokazala razlike v številu TBK pri različnih načinih pakiranja oz. pri 
različni sestavi atmosfere v embalažnih enotah piščančjih sekljancev. Največje povečanje 
stopnje oksidacije lipidov med osemdnevnim skladiščenjem v hladilniku je ugotovila pri 
piščančjih sekljancih (običajnih in n-3obogatenih), pakiranih v embalažne enote z veliko 
O2 (80 % O2 in 20 % CO2). Manj kot je v embalažnih enotah bilo O2, manjše je bilo število 
TBK v piščančjih sekljancih. Število TBK je torej značilno najmanjše pri sekljancih, 
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pakiranih v embalažne enote z najmanjšo koncentracijo O2 (<1 % O2, 25 % CO2 in 74 % 
N2), nekoliko večje pa v embalažnih enotah, zavitih v prepustno folijo (21 % O2, <1 % 
CO2 in 78 % N2) ali z atmosfero 20 % O2, 30 % CO2 in 50 % N2.  
 
Na osnovi rezultatov naše študije, ki določajo stopnjo oksidacije lipidov (število TBK), 
lahko kot najprimernejši način pakiranja določimo vakuumsko pakiranje. 
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Na podlagi rezultatov raziskave lahko zaključimo naslednje sklepe: 
 razvili smo metodo za določanje vsebnosti proteinskih karbonilov in določili 
ponovljivost metode (koeficient variabilnosti, 5,7-10,1 %);  
 delež skupnih n-3 VNMK v z n-3obogatenem mesu beder je za več kot 2-krat 
večji kot v z n-3 VNMK neobogatenem mesu beder; 
 razmerje n-6/n-3 v n-3obogatenem mesu beder je 3,9, v neobogatenem mesu 
beder je to razmerje širše in prehransko manj ugodno (9,7); 
 obogatitev z n-3 VNMK vpliva značilno na barvni vrednosti a* in b*; površina 
neobogatenega mesa beder je značilno bolj rdeča (višje vrednosti a
*
) in manj 
rumena (nižje vrednosti b
*
) kot pri n-3obogatenem mesu; 
 čas in način skladiščenja (vsebnost kisika v embalažni enoti) ne vplivata statistično 
značilno na merjene barvne vrednosti; 
 obogatitev mesa z n-3 VNMK ne vpliva značilno na peroksidno število; 
 med devetdnevnim skladiščenjem se peroksidno število značilno poviša, ne glede 
na vsebnost kisika v embalažni enoti; 
 število tiobarbiturne kisline (TBK) je pri z n-3 VNMK obogatenem mesu za 1,6-
krat večje kot pri neobogatenem mesu; 
 pri pakiranju z manjšo koncentracijo kisika (vakuumsko pakiranje) je število TBK 
po devetdnevnem skladiščenju za 25% nižje kot pri pakiranju z večjo koncentracijo 
kisika (MAP);  
 obogatitev mesa z n-3 VNMK ne vpliva značilno na vsebnost proteinskih 
karbonilov; 
 med devetdnevnim skladiščenjem se vsebnost proteinskih karbonilov poveča (4-5-
krat), ne glede na vsebnost kisika v embalažni enoti. 
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V današnjem času potrošnik daje veliko poudarka zdravi prehrani in kakovosti živil, ki jih 
izbira. Reakcije oksidacije beljakovin povzročajo slabšo kakovost mesa in mesnih 
izdelkov, posledično pa lahko vplivajo tudi na zdravje potrošnikov. Področje oksidacije 
beljakovin ima zato ogromen potencial za raziskovanje. 
 
Tema magistrskega dela je opis razvoja analitske metode za določanje vsebnosti 
proteinskih karbonilov ter kontrola in ovrednotenje razvite metode. Naš cilj je bil, da smo 
več različnih metod za določanje proteinskih karbonilov, podrobno preučili in na podlagi 
ugotovitev sestaviti svojo metodo. 
 
Postavili smo štiri hipoteze. V prvi hipotezi smo predvidevali, da nam bo uspelo razviti, 
modificirati metodo za določanje vsebnosti proteinskih karbonilov. V drugi hipotezi smo 
predvidevali, da bo meso beder piščancev, krmljenih s krmo, obogateno z n-3 VNMK in 
Se, v primerjavi z mesom beder, obogatenih le s Se, bolj podvrženo oksidacijskemu stresu. 
V tretji hipotezi smo predvidevali, da bomo med skladiščenjem v atmosferi, bogati s 
kisikom, v mesu beder, obogatenih z n-3 VNMK in Se, določili večje vsebnosti 
hidroperoksidov, malondialdehida in proteinskih karbonilov kot v mesu, obogatenim samo 
s Se (neobogateni vzorci). V četrti hipotezi smo predvidevali večje poslabšanje barve med 
skladiščenjem v atmosferi, bogati s kisikom (MAP vs. vakuumsko pakiranje), pri 
piščančjem mesu beder, obogatenih s Se in n-3 VNMK, kot pri mesu beder, obogatenih s 
Se. 
 
V prvem delu naloge, pri razvoju metode za določanje vsebnosti proteinskih karbonilov, 
smo morali dobro premisliti, na kakšen način bomo dokazovali in kvantificirali proces 
oksidacije beljakovin. Za dokazovanje smo izbrali karbonilno skupino in 
spektrofotometrično metodo DNPH. Pri izolaciji karbonilne skupine smo spoznali, da je to 
področje še na še na začetku razvoja in ni veliko študij, ki bi jih lahko primerjali med 
seboj, ker se analitski postopki za določevanje proteinskih karbonilov in rezultati 
razlikujejo. Tudi mehanizem oksidacije beljakovin še ni popolnoma razjasnjen, poti 
osnovnih biokemijskih reakcij še niso poznane kot je to na primer pri oksidaciji maščob. 
Reakcije se prepletajo, zato je težje postaviti jasne reakcijske poti in mehanizme. Vendar 
nam je na podlagi metod Vossen in Smet (2015) ter Soglia in sod. (2016) uspelo razvili 
metodo za določanje vsebnosti proteinskih karbonilov in določiti ponovljivost metode 
(koeficient variabilnosti, 5,7-10,1 %).  
 
V drugem delu naloge smo razvito metodo preverili na oksidacijsko manj stabilnem, z n-3 
VNMK obogatenem piščančjem mesu beder. Znano je, da obogatitev z n-3 VNMK 
pozitivno vpliva na zdravje potrošnika, a negativno na oksidacijske procese, saj jih 
pospešuje. Zato smo proučevali tvorbo oksidacijskih produktov, ki nastanejo med 
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skladiščenjem obogatenega mesa pri različnih oblikah pakiranja. Sočasno s proučevanjem 
oksidacijske stabilnosti beljakovin smo proučevali tudi oksidativno stabilnost lipidov in 
barve presnega, z n-3 obogatenega piščančjega mesa v embalažnih enotah z različnimi 
koncentracijami kisika med devetdnevnim skladiščenjem pri temperaturi 2 ± 1 °C. 
 
V ta namen smo najprej definirali material poskusa, določili smo osnovno kemijsko 
sestavo (NIR), maščobnokislinsko sestavo (Polak in sod., 2008) in vrednost pH (direktno) 
mesa piščančjih beder. V podjetju Pivka perutninarstvo smo 15. 5. 2018, dan po zakolu, 
vzorčili dve skupini svežega mesa piščančjih beder brez kosti in kože. Prva skupina mesa 
je bila obogatena s Se, druga pa s Se in n-3 VNMK. Od vsake skupine smo za zgoraj 
omenjene analize odvzeli po šest vzorcev/kosov svežega mesa piščančjih beder, jih zavili v 
za kisik prepustno folijo in jih poimenovali meso, obogateno s Se (O-Se), in meso, 
obogateno s Se in n-3 VNMK (O-Se-n-3). Preostanek mesa piščančjih beder od obeh 
skupin smo zapakirali na dva načina, vakuumsko (6 zavitkov, trije kosi mesa beder v 
zavitku) in v modificirano atmosfero (6 zavitkov, trije kosi mesa beder v zavitku, sestava 
atmosfere 20 % O2, 30 % CO2, 50% N2) ter jih (skupaj z vzorci skupin O-Se in O-Se-n-3) 
prepeljali s tovornjakom s hladilnikom (2 ± 2 °C) do fakultete. Tam smo jih do devetega 
dne po zakolu skladiščili v hladilniku v temi in pri temperaturi 2 ± 1 °C. Tako smo 
pridobili še dodatne štiri eksperimentalne skupine za vrednotenje vpliva časa in načina 
(vsebnosti kisika) pakiranja, ki smo jih poimenovali meso, obogateno s Se, MAP pakirano 
(MAP-Se), meso, obogateno s Se in n-3 VNMK, MAP pakirano (MAP-Se-n-3), meso, 
obogateno s Se, vakuumsko pakirano (VP-Se) in meso, obogateno s Se in n-3 VNMK, 
vakuumsko pakirano (VP-Se-n-3). 
 
Na podlagi analiz na vzorcih skupin O-Se in O-Se-n-3 smo dokazali razlike v vsebnosti 
VNMK in v razmerju n-6/n-3 med dvema eksperimentalnima skupinama. Torej, obogatitev 
mesa z n-3 VNMK smo potrdili. Delež skupnih n-3 VNMK v n-3obogatenem mesu beder 
je bil za več kot 2-krat večji kot v z n-3 VNMK neobogatenem mesu beder, razmerje n-
6/n-3 v n-3obogatenem mesu beder je bilo 3,9, v neobogatenem mesu beder pa je bilo to 
razmerje širše in prehransko manj ugodno (9,7).  
 






) barvo površine 
vzorcev ter v njih določili še oksidacijske produkte lipidov (peroksidno število (AOAC 
965.33) in število TBK (Witte in sod., 1970; Penko in sod., 2015)) in beljakovin (Soglia in 
sod., 2016).  
 
Glede na instrumentalne meritve barve površine mesa beder smo ugotovili, da obogatitev z 
n-3 VNMK vpliva značilno na barvni vrednosti a
*
 in b*; površina neobogatenega mesa je 
značilno bolj rdeča (višje vrednosti a
*
) in manj rumena (nižje vrednosti b
*
) kot pri z n-
3obogatenem mesu. Čas in način skladiščenja (vsebnost kisika v embalažni enoti) pa 
nista vplivala statistično značilno na merjene barvne vrednosti. 
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Na podlagi določanja produktov oksidacije lipidov lahko povzamemo, da obogatitev mesa 
z n-3 VNMK ni vplivala značilno na peroksidno število, pač pa se je med devetdnevnim 
skladiščenjem peroksidno število značilno povišalo, ne glede na vsebnost kisika v 
embalažni enoti. Obogatitev mesa z n-3 VNMK pa je značilno vplivala na število TBK, ki 
je bilo pri z n-3 VNMK obogatenem mesu za 1,6-krat večje kot pri neobogatenem mesu. 
Pri pakiranju z manjšo koncentracijo kisika (vakuumsko pakiranje) je bilo število TBK po 
devetdnevnem skladiščenju za 25 % nižje kot pri pakiranju z večjo koncentracijo kisika 
(MAP).  
  
Na podlagi določanja produktov oksidacije beljakovin lahko povzamemo, da obogatitev 
mesa z n-3 VNMK ni vplivala značilno na vsebnost proteinskih karbonilov. Med 
devetdnevnim skladiščenjem se vsebnost proteinskih karbonilov povečala (4-5-krat), ne 
glede na vsebnost kisika v embalažni enoti. Glede vsebnosti proteinskih karbonilov smo 
pričakovali rezultate, ki bi kazali na to, da obogatitev z n-3 VNMK in večja vsebnost 
kisika v embalaži (MAP) pospešujeta oksidacijo beljakovin. Naši rezultati pa nam niso 
potrdili pričakovanj. 
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tehnologije mesa in vrednotenje živil, še posebej asistentki Ivi Zahija za pomoč in nasvete 
pri delu v laboratoriju. 
 




Zahvaljujem se vsem bližnjim za podporo tekom celotnega študija in vse izrečene 
spodbudne besede. Velika zahvala gre tudi Marku, ki me je bodril in me spodbujal, ter mi 
stal ob strani.  
 
Posebno bi se rada zahvalila staršema, ki sta verjela vame in me skozi vsa leta šolanja 
podpirala, ter mi omogočila študij. Brez vaju danes ne bi postala to, kar sem. 
 
Navsezadnje najlepša hvala tudi vsem prijateljem za vse skupno preživete trenutke, bilo je 
super. 
 
Iskrena hvala vsem ! 
